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RESUMO 
 
A presente tese teve como objetivos analisar o padrão de resistência a 
antimicrobianos de bactérias isoladas de infecções endodônticas agudas por meio 
de uma revisão sistemática e meta-análise (capítulo 1); identificar e determinar a 
diversidade genotípica, a sensibilidade bacteriana e os fatores de virulência de 
anaeróbios facultativos isolados em casos de abscesso apical agudo (capítulo 2); e 
realizar, por meio de uma proposta de informativo, a difusão de informações geradas 
com orientações sobre o uso de agentes antibióticos em infecções endodônticas 
agudas para dentistas e pacientes (capítulo 3). A revisão sistemática foi realizada 
por meio de pesquisa em base de dados na internet e na literatura cinza até maio de 
2015. As normas do PRISMA foram seguidas. Estudos clínicos em humanos que 
avaliaram o perfil de resistência a antimicrobianos de isolados de infecções 
endodônticas agudas primárias por meio de métodos laboratoriais foram incluídos. O 
efeito randômico da Meta-análise foi empregado, e o desfecho foi descrito reunindo 
as taxas de resistência para cada antibiótico testado. Os dados de sete estudos 
foram extraídos. A taxa de resistência para 15 diferentes agentes antibióticos foram 
avaliadas, variando entre 3,5% a 40%. Baixas taxas de resistência foram observadas 
para amoxicilina + clavulanato e amoxicilina, e altas taxas foram observadas para 
tetraciclina. No capítulo 2, amostras de canais radiculares foram coletadas de sete 
dentes com diagnóstico de abscesso apical agudo. Bactérias anaeróbias facultativas 
foram identificadas com o auxílio de métodos fenotípicos e MALDI-TOF MS. A 
sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas foi determinada para 
benzilpenicilina, eritromicina e clindamicina por meio da difusão em disco.Bactérias 
anaeróbias facultativas foram isoladas de 3 dentes. Streptococcus spp., 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, e Actinomyces viscosus foram 
identificados. Streptococcus spp. e S. aureus foram sensíveis à benzilpenicilina. E. 
faecalis (24 cepas) isolados de um mesmo paciente tiveram a sensibilidade 
antimicrobiana determinada por meio da concentração inibitória mínima para 
benzilpenicilina, amoxicilina e amoxicilina + clavulanato utilizando-se o E-test. A 
diversidade genotípica e a presença de fatores de virulência (ace, asa, gelE, efaA, 
cylA, esp) nas cepas de E. faecalis foi analisada por meio do PFGE e PCR, 
respectivamente. A expressão da gelatinase e da hemolisina foi testada, e a 
produção de biofilme quantificada. E. faecalis foram sensíveis aos antibióticos beta-
lactâmicos. O mesmo perfil cromossonal de DNA foi revelado para cepas de E. 
faecalis isoladas. Os genes gelE, ace e efaA foram detectados em 18 cepas. A 
expressão da gelatinase e a produção de biofilme foram observadas. Cepas de E. 
faecalis tiveram o mesmo perfil de DNA cromossomal, porém parecem apresentar 
diferentes perfis de virulência. No capítulo 3 foram apresentadas duas propostas de 
textos informativos. A primeira com o objetivo de orientar o dentista sobre o uso 
correto dos antibióticos sistêmicos em endodontia. A segunda visa informar os 
pacientes sobre a utilização dos antibióticos e esclarecer possíveis dúvidas. 
 
Palavras-chaves: Abscesso periapical. Bactérias anaeróbias. Resistência a 
antibióticos. Fatores de virulência. 
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ABSTRACT 
 
The present thesis aimed to analyze the antimicrobial resistance profile of bacteria 
isolated from acute endodontic infections through a systematic review and meta-
analysis (Chapter 1); to identify and determine the genotypic diversity, antimicrobial 
susceptibility and virulence factors of isolated facultative anaerobes in isolates from 
acute apical abscess (Chapter 2); and to provide information for dentist and patients 
generated from guidelines on the use of antibiotic agents in acute endodontic 
infections (Chapter 3). The electronic databases and the gray literature were 
searched up to May 2015 for systematic review. PRISMA guidelines were followed. 
The clinical studies in of humans that have evaluated the antimicrobial resistance of 
the isolates of primary acute endodontic infections through laboratorial methods were 
included. A random effect meta-analysis was employed, and the outcome was 
described as being the pooled resistance rates for each antimicrobial agent. The data 
from 7 studies were extracted. The resistance rates for 15 different antimicrobial 
agents were evaluated, ranging from 3.5% to 40.0%. Lower resistance rates were 
observed for amoxicillin+clavulanate and amoxicillin, and higher resistant rates were 
detected for tetracycline. In Chapter 2, root canal samples were collected from seven 
teeth. Facultative anaerobic bacteria were identified by phenotypic methods and 
MALDI-TOF MS. Antimicrobial susceptibility of strains was determined to 
benzylpenicillin, erythromycin and clindamycin by disk-diffusion. Facultative 
anaerobic bacteria were isolated from 3 teeth. Streptococcus spp., Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis, and Actinomyces viscosus were found. Streptococcus 
spp. and S. aureus were susceptible to benzylpenicillin. E. faecalis strains (n=24) 
isolated from the same patients had their susceptibility determined by minimum 
inhibitory concentration of benzylpenicillin, amoxicillin and amoxicillin + clavulanate 
using the E-test. The genotypic diversity and virulence factors (ace, asa, gelE, efaA, 
cylA, esp) were analyzed in E. faecalis strains by PFGE and PCR, respectively. 
Phenotypic expression of gelatinase and cytolysin were tested. Biofilm production 
was quantified. All the E. faecalis strains were susceptible to β-lactam antibiotics. 
The same chromosomal DNA fragmentation profile was revealed to E. faecalis 
strains isolated. The gelE, ace and efaA genes were detected in 18 E. faecalis 
strains. Gelatinase expression and biofilm production were observed. E. faecalis 
strains had the same chromosomal DNA profile, but showed virulence profiles 
different. In Chapter 3, two sugestion for information texts were presented. The first 
aims to guide dentists on the proper use of systemic antibiotics in endodontics. The 
second aims to inform patients about the use of antibiotics and clarify possible 
doubts. 
 
Keywords: Periapical abscess. Anaerobes bacteria. Antimicrobial susceptibility. 
Virulence factors. 
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DNA  ácido desoxirribonucleico 
dNTPs desoxirribonucleicos fosfatados 
EDTA ácido etilenodiamino tetra-acético 
et al. e colaboradores 
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h horas 
H2O água 
H2O2 peróxido de hidrogênio 
M molar 
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β beta 
γ gama 
X número de vezes 
% por cento 
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS (CONTINUAÇÃO) 
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 - menos 
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INTRODUÇÃO 
 O abscesso apical agudo (AAA) é uma reação inflamatória frente a uma 
necrose e infecção pulpar, caracterizado pelo início rápido, dor espontânea, 
sensibilidade do dente à percussão e pressão apical, formação de pus, e edema dos 
tecidos associados (AMERICAN ASSOCIATION OF ENDODONTICS – AAE, 2011).  
 A comunidade microbiana envolvida em casos de AAA é mista. De acordo 
com a literatura, os filos mais frequentemente detectados são Firmicutes (52%), 
Fusobacteria (17%) e Bacteroidetes (13%) (SANTOS et al., 2011). Embora nesse 
tipo de infecção haja um predomínio de bactérias anaeróbias estritas como 
Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra e Porphyromonas endodontalis 
(SIQUEIRA JÚNIOR, RÔÇAS, 2009); e que a presença de Fusobacterium spp., 
Parvimonas spp., Atopobium spp., Dialister spp., Porphyromonas spp. e Prevotella 
spp. esteja relacionada à dor, edema e exsudato purulento (SANTOS et al., 2011), 
certas espécies de bactérias anaeróbias facultativas também estão presentes e 
associadas a alguns sinais e sintomas (JACINTO et al., 2003; SAKAMOTO et al., 
2006; SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2013).  
 Bactérias anaeróbias facultativas são as bactérias que usam o oxigênio para 
obter a energia, mas podem crescer sem oxigênio. O papel desses micro-
organismos em infecções endodônticas primárias com sintomatologia dolorosa ainda 
não está claro. Acredita-se que as bactérias anaeróbias facultativas sejam as 
responsáveis por preparar o ambiente para os micro-organismos anaeróbios estritos 
que predominam nesse tipo de infecção. Mölller et al. (1981) verificaram a presença 
de um maior número de bactérias anaeróbias facultativas como Streptococcus spp., 
Enterococcus spp., Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus spp. no início da 
infecção (1 a 7 dias); e um aumento de bactérias anaeróbias estritas após 6 a 7 
meses de infecção. Os principais micro-organismos anaeróbios facultativos 
encontrados em casos de AAA são Streptococcus spp. (KHEMALEELAKUL et al., 
2002; JACINTO et al., 2003; KURIYAMA et al., 2005; OZBEK et al., 2006; SIQUEIRA 
JÚNIOR; RÔÇAS, 2009; POESCHL et al., 2011; RÔÇAS; SIQUEIRA JÚNIOR; 
DEBELIAN, 2011; HSIAO et al., 2012), Enterococcus spp. (JACINTO et al., 2003; 
SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2009; POESCHL et al., 2011; MONTAGNER et al., 
2012), Actinomyces spp. (KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; 
KURIYAMA et al., 2005; SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2009), Staphylococcus spp. 
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(KHEMALLELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; OZBEK et al., 2006; 
POESCHL et al., 2011), Corynebacterium spp. (KHEMALLELAKUL et al., 2002; 
OZBEK et al., 2006; POESCHL et al., 2011), Eikenella spp. (KHEMALLELAKUL et 
al., 2002; KURIYAMA et al., 2005; SIQUEIRA Jr.; RÔÇAS, 2009; POESCHL et al., 
2011 ), Lactobacillus spp. (KHEMALLELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003). 
Streptococcus spp. são cocos Gram-positivos, anaeróbios facultativos 
encontrados frequentemente na infecção endodôntica primária (SIQUEIRA JÚNIOR; 
RÔÇAS, 2009; SKUCAITE et al., 2010). As principais espécies isoladas em AAA são 
Streptococcus mutans (MUNSON et al., 2002; KHEMALEELAKUL et al., 2002; 
OZBEK et al., 2006), Streptococcus oralis (MUNSON et al., 2002; 
KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; POESCHL et al., 2011), 
Streptococcus anginosus (MUNSON et al., 2002; JACINTO et al., 2003; OZBEK et 
al., 2006; POESCHL et al., 2011), Streptococcus E1 (MUNSON et al., 2002), 
Streptococcus sanguis (KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; 
POESCHL et al., 2011), Streptococcus sobrinus (KHEMALEELAKUL et al., 2002), 
Streptococcus mitis (KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; OZBEK 
et al., 2006; POESCHL et al., 2011), Streptococcus gordonii (KHEMALEELAKUL et 
al., 2002; POESCHL et al., 2011), Streptococcus crista (KHEMALEELAKUL et al., 
2002), Streptococcus grupo C (KHEMALEELAKUL et al., 2002), Streptococcus 
pyogeneses (OZBEK et al., 2006), Streptococcus pneumoniae (OZBEK et al., 2006), 
Streptococcus constellatus (KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; 
POESCHL et al., 2011), Streptococcus intermedius (KHEMALEELAKUL et al., 2002; 
POESCHL et al., 2011). Embora o número de cepas desse gênero não seja 
expressivo em casos de AAA, Streptococcus spp. está relacionado a presença de 
dor (FOUAD et al., 2002), sendo que o Streptococcus constellatus além da presença 
de dor, está associado à sensibilidade a percussão, presença de edema e de 
exsudato (SIQUEIRA JÚNIOR et al., 2002; JACINTO et al., 2003). Além disso, esses 
patógenos possuem um importante papel nesse tipo de infecção uma vez que são 
capazes de associar-se a outras espécies de micro-organismos, aumentando a 
patogenicidade da doença e assim contribuindo para o aumento da sintomatologia 
do hospedeiro (KHEMALEELAKUL et al., 2002; SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2009). 
Khemallelakul et al. (2002) ao identificar a composição das comunidades 
microbianas em casos de AAA mostrou que em 53% dos casos houve uma 
associação entre os gêneros Prevotella e Streptococcus. Vale lembrar que espécies 
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de Prevotella, especialmente P. intermedia, estam associadas em casos de dentes 
com necrose pulpar e sintomatologia dolorosa (JACINTO et al., 2003; SIQUEIRA 
JÚNIOR; RÔÇAS, 2013).  
Enterococcus spp. são micro-organismos Gram-positivos e anaeróbios 
facultativos. Dentre as espécies de Enterococcus isoladas em casos de infecção 
endodôntica destacam-se E. faecalis (JACINTO et al., 2003; GOMES et al., 2006; 
SKUCAITE et al., 2010; POESCHL et al., 2011), E. durans (SKUCAITE et al., 2010). 
Comumente o E. faecalis está presente em casos de infecção persistente 
(PINHEIRO et al., 2003; SEDGLEY et al., 2006; SKUCAITE et al., 2010), devido a 
sua habilidade de formar biofilme (AL-AHMAD et al., 2010), e de desenvolver 
estruturas complexas sobre as paredes do canal radicular (DUGAN; SEDGLEY, 
2007), resistindo aos efeitos da terapia endodôntica. Esses micro-organismos têm 
sido encontrados em casos de infecção primária (SKUCAITE et al., 2010; 
MONTAGNER et al., 2010; POESCHL et al., 2011). Gomes et al. (2006) avaliaram a 
presença de E. faecalis em casos de infecção primária e em casos de falha do 
tratamento endodôntico utilizando o método de cultura e o método molecular. De 
acordo com os resultados, o E. faecalis foi identificado tanto em infecção primária 
como em falhas no tratamento endodôntico. Contudo, o método molecular identificou 
um maior número de cepas de E. faecalis quando comparado ao método de cultura. 
Isso ocorre devido a  maior sensibilidade dos métodos moleculares. Além disso, a 
presença de Enterococcus spp. em casos de AAA tem sido associada à edema 
(GOMES et al., 2004). 
A literatura ainda destaca a presença de Actinomyces spp.  e sua relação a 
sensibilidade à percussão (JACINTO et al., 2003). As espécies mais prevalentes de 
Actinomyces isoladas em casos de AAA são Actinomyces israelli 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002; OZBEK et al., 2006), Actinomyces odontolyticus 
(JACINTO et al., 2003), Actinomyces viscosus (JACINTO et al., 2003), Actinomyces 
meyeri (JACINTO et al., 2003), Actinomyces naeslundii (KHEMALEELAKUL et al., 
2002; OZBEK et al., 2006). Em relação aos gêneros Staphylococcus, 
Corynebacterium, Eikenella e Lactobacillus as seguintes espécies foram isoladas 
Staphylococcus saccharolyticus (JACINTO et al., 2003), Staphylococcus epidermidis 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002; JACINTO et al., 2003; OZBEK et al., 2006; 
POESCHL et al., 2011), Staphylococcus aureus (OZBEK et al., 2006; POESCHL et 
al., 2011), Staphylococcus capitis (POESCHL et al., 2011), Staphylococcus 
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saprophyticus (KHEMALEELAKUL et al., 2002; OZBEK et al., 2006), Staphylococcus 
haemolyticus (KHEMALEELAKUL et al., 2002), Corynebacterium haemolyticum 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002), Corynebacterium xerosis (KHEMALEELAKUL et 
al., 2002; OZBEK et al., 2006), Corynebacterium bovis (KHEMALEELAKUL et al., 
2002), Corynebacterium striatum (KHEMALEELAKUL et al., 2002), Corynebacterium 
propinquim (KHEMALEELAKUL et al., 2002), Corynebacterium striatum 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002; OZBEK et al., 2006), Corynobacterium diphtheriae 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002), Eikenella corrodens (KHEMALEELAKUL et al., 
2002; POESCHL et al., 2011), Lactobacillus rhamnosus (KHEMALEELAKUL et al., 
2002), Lactobacillus fermentum (KHEMALEELAKUL et al., 2002), Lactobacillus casei 
(KHEMALEELAKUL et al., 2002).  
A virulência de uma cepa bacteriana pode contribuir para modular os 
aspectos clínicos da infecção. A virulência é definida como a capacidade infecciosa 
de um micro-organismo, medida pela mortalidade que ele produz e/ou por seu poder 
de invadir tecidos do hospedeiro; e é expressa por meio de fatores de virulência que 
são mecanismos que os micro-organismos tem para facilitar a aderência, a 
colonização, a resistência, a patogenicidade e a evasão da resposta imune do 
hospedeiro (MEDEIROS et al., 2014). O LPS (lipopolissacarídeo) presente em 
bactérias Gram-negativas é um exemplo de fator de virulência. De acordo com 
HORIBA et al. (1991) a presença dessa endotoxina no canal radicular tem 
correlação com dentes sintomáticos, dentes com radiolucência periapical e dentes 
com presença de exudato. Gomes et al. (2012) verificaram que a média da 
concentração de endotoxinas encontradas na infecção primária em dentes 
sintomáticos é maior quando comparado a dentes assintomáticos. Sousa et al. 
(2014) mostraram que há uma forte associação entre altos níveis de endotoxinas e 
AAA. Isso ocorre porque o LPS é um potente ativador da resposta imune celular. 
Proteínas produzidas por algumas bactérias também são exemplos de fatores 
de virulência. Segundo Provenzano et al. (2013) as proteínas bacterianas 
identificadas podem ser classificadas de acordo com sua função biológica em: de 
transcrição e tradução, divisão celular/síntese de peptidioglicano, quimiotaxia, 
processo de DNA, metabolismo de energia, metabolismo de ácidos graxos, 
metanogênese, membrana, metabolismos de nucleotídeos, resistência a antibióticos, 
adesão, patogênese/virulência, proteólise, resposta ao estresse, transporte, 
biossíntese de vitaminas e outras/desconhecidas. A proteína de ligação ao colágeno 
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(collagen binding protein), detectada pela presença do gene ace, está relacionada 
ao estabelecimento do E. faecalis na dentina infectada (NALLAPAREDDY et al., 
2000). As proteínas de superfície, detectada pela presença do gene esp, tem 
relação com a interação do E. faecalis dentro dos biofilmes (SHANKAR et al., 1999). 
A gelatinase, uma metaloproteinase hidrofóbica detectada pela presença do gene 
gelE, tem a capacidade de clivar insulina, caseína, hemoglobina, colágeno, gelatina 
e fibrina (FRANZ et al., 2003). 
Outros exemplos de fatores de virulência são: o ativador da hemolisina, 
detectado pela presença do gene cylA (GILMORE et al., 1994); a substância de 
agregação (aggregation substance) detectada pela presença do gene asa e asa 373 
(CHOW et al., 1993); antígeno da endocardite (antigen endocarditis) detectado pela 
presença do gene efaA (LOWE; LAMBERT; SMITH, 1995). Lins et al. (2013) 
determinaram as caracteríticas fenotípicas e moleculares de E. faecalis isolados de 
canais radiculares com infecção primária. Além disso, os resultados mostraram uma 
alta prevalência dos genes gelE, esp e agg. As cepas foram sensíveis para 
penicilina G (PG), eritromicina (EM) e vancomicina (VAN). Em 2016, Barbosa–
Ribeiro et al. investigaram a prevalência de fatores de virulência e a resistência a 
antimicrobianos de E. faecalis isolados de dentes com falha no tratamento 
endodôntico. Fatores de virulência (ace, asa, asa373, cylA, efaA, esp e gelE) foram 
detectados por meio da reação da cadeia da polimerase (polymerase  chain reaction 
– PCR). De acordo com os resultados, o gene ace foi detectado em 100% das cepas 
isoladas, os genes asa (60%), asa373 (15%), efaA (95%), esp (70%), e gelE (75%); 
por sua vez o gene cylA não foi detectado. Em relação à resistência bacteriana, a 
associação de amoxicilina + ácido clavulânico (XL) foi mais eficaz. 
No entanto, a presença de espécies com diferentes tipos clonais pode resultar 
em padrões de virulência díspares (ÖZMERIÇ; PREUS; OLSEN, 2000). Tal fato, 
ajuda a explicar porque alguns micro-organismos podem ser encontrados tanto em 
infecções sintomáticas como assintomáticas (SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2013), 
por exemplo o E. faecalis. Diante disso, diferentes métodos tem sido propostos para 
avaliar a diversidade genotípica de diferentes espécies.  
PCRs utilizando primers arbitrários (AP-PCR), como OPA-02, tem sido 
empregada em estudos de cariologia para avaliar os genotipos de Streptococcus 
spp., especialmente Streptococcus mutans (NASCIMENTO et al., 2004; ARTHUR et 
al., 2007; ZHOU et al., 2011). Cada primer gera amplicons de diferentes espectrum, 
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indicando o polimorfismo do Streptococcus spp. O repetitive extragenic palindromic-
PCR (REP-PCR) faz uso de sequências oligonucleotídeas iniciadoras de sequências 
de DNA repetidas no genoma da maioria das bactérias. Esse método tem sido 
utilizado avaliar a diversidade genotípica de Streptococcus spp. (PADDICK et al., 
2005; MOMENI et al., 2013), Actinomyces spp. (PADDICK et al., 2005), e 
Enterococcus spp. (DELBONI et al., 2017). Delboni et al. (2017) utilizaram  o REP-
PCR e o AP-PCR para avaliar a diversidade e similaridade genotípica de E. faecalis 
isolados de diferentes sítios orais. As amostras foram coletadas da saliva, câmara 
pulpar e canal radicular de dentes tratado endodonticamente, mas com periodontite 
apical. A interpretação dos resultados do REP-PCR foi similar aos obtidos pelo AP-
PCR.  Sete genotipos de E. faecalis foram observados entre os 74 isolados em 3 
diferentes sítios.  Dos sete genotipos, seis estavam presentes nos canais 
radiculares; e quatro estavam presentes no canal radicular, na câmara pulpar e na 
saliva. Embora o REP-PCR seja um método rápido e de baixo custo, ele possui um 
menor poder discriminatório quando comparado a eletroforese por gel pulsátil  
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE) (ZOLETTI et al., 2011). Esse fato também 
foi verificado por Crnich et al. (2014) ao avaliar Staphylococcus aureus resistentes à 
meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA). 
O PFGE é um método que utiliza enzimas de restrição para separar grandes 
fragmentos de DNA bacteriano. A visualização dos fragmentos de DNA é realizada 
após a corrida das amostras (DNA + enzima) em uma matriz de gel em um campo 
elétrico que muda periodicamente de direção. Outro método que tem sido usado é a 
tipagem de sequenciamento multilócus (Multilocus Sequence Typing - MLST). O 
MLST revela a diversidade genética entre os isolados da mesma espécie com base 
na similaridade dos genes housekeeping; e tem como vantagem o fato de permitir a 
comparação dos resultados por meio de bases de dados eletrônicas, disponíveis na 
internet. Pinheiro et al. (2006) avaliaram a diversidade genotípica de E. faecalis 
isolados de canais radiculares com tratamento endodôntico e lesão periapical, 
utilizando o PFGE e a sequência de DNA dos genes ace e salA - MLST. Vinte e 
duas cepas de E. faecalis foram isoladas. Os resultados do PFGE mostraram 18 
perfis de macrorrestrição, sendo que após a análise dos genes 13 genotipos foram 
identificados. Pinheiro et al. (2012)  investigaram a correlação entre linhagens 
distintas de E. faecalis e o polimorfismo capsule locus (CPS). A presença da cápsula 
tem sido associada a linhagens patogênicas de E. faecalis. Os tipos de CPS foram 
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determinados por PCR e as linhagens de E. faecalis por meio do MLST utilizando 7 
genes. Os dados obtidos revelaram que 37,5% dos isolados de E. faecalis 
produziram genes para produção da cápsula, sendo que 16,7% foram classificados 
como CPS tipo 2. O MLST revelou diversidade genética entre os isolados. Os 
isolados classificados pelo MLST no cluster A pertencentes ao CPS tipo 2 formam 
uma linhagem com potencial altamente patogênica. Em 2013, Penas et al. avaliaram 
linhagens genéticas de E. faecalis isoladas de canais radiculares e de infecções 
sistêmicas por meio do MLST e polimorfismo capsule locus (CPS); e sua correlação 
com genes de virulência. Os genes de virulência esp, cylB, gls24-like, nuc1, psA e 
cbb foram investigados utilizando PCR. As linhagens de E. faecalis foram avaliadas 
por meio do MLST (7 genes) e pela presença de genes para produção de cápsula 
utilizando PCR. De acordo com os resultados, os isolados de canais radiculares 
apresentaram maior diversidade e menor virulência quando comparado aos isolados 
de infecções sistêmicas. Os isolados endodônticos apresentaram 1 ou 2 genes de 
virulência, enquanto que os isolados  sistêmicos apresentaram pelo menos 3 genes 
dos 6 avaliados. Além disso, 13  dos 19 isolados sistêmicos apresentaram genes 
para produção da cápsula. Vale lembrar que os relatos da literatura avaliaram a 
diversidade fenotípica e genotípica de cepas de E. faecalis, isoladas de diferentes 
casos clínicos (PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2012; PENAS et al., 2013). 
Entretanto, pouco se sabe sobre a diversidade fenotípica e genotípica encontrada 
em múltiplas cepas de um mesmo paciente. 
A terapia local para casos de abscesso apical agudo consiste em drenagem 
(via canal radicular ou cirúrgica) e realização de tratamento endodôntico ou 
exodontia. Por sua vez, a terapia antibiótica sistêmica é indicada como terapia 
coadjuvante ao tratamento endodôntico nos casos em que os pacientes apresentam 
sintomatologia dolorosa associada a edema progressivo, difuso e sinais sistêmicos 
de infecção como febre, mal-estar e linfadenopatia, ou em pacientes que 
apresentam maior risco de infecção secundária resultante de bacteremia (SIQUEIRA 
JÚNIOR; RÔÇAS, 2013).  
Antibióticos são substâncias químicas, naturais ou sintéticas, com capacidade 
de impedir a multiplicação de bactérias ou de as destruir, não tendo contudo eficácia 
contra vírus. Desde a sua introdução, várias classes desses medicamentos estão 
disponíveis, incluindo sulfonamidas e trimetoprim, penicilinas, cloranfenicol, 
tetraciclinas, colimicinas, macrolídeos, lincosamidas, estreptograminas, rinfamicinas, 
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glicopeptídeos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, oxazolidinoas, glicilglicinas, 
lipoglicopedtídeos, e suas variações (ZINNER, 2007). 
A seleção de um antibiótico deve envolver o medicamento apropriado na 
dosagem correta e duração adequada para erradicar micro-organismos no local da 
infecção, minimizando eventos adversos para o paciente e a seleção de bactérias 
resistentes (ZINNER, 2007). Além disso, considerações clínicas como alergia a 
drogas, interações medicamentosas, fatores que indiquem regime especial de 
prescrição, via de prescrição, seguimento do tratamento, vantagens na utilização da 
associação de antibióticos, e menor custo tem influencia na escolha correta de 
antibiótico para um determinado paciente (WANMACHER; FERREIRA, 1999; 
ZINNER, 2007). 
Os antibióticos beta-lactâmicos (β-lactâmicos), especialmente as penicilinas, 
que atuam inibindo a síntese da parede celular (BABIC; HUJER; BONOMO, 2006), 
têm sido tradicionalmente recomendado como os antibióticos de primeira escolha no 
manejo de infecções endodônticas agudas (KURIYAMA et al., 2000). De acordo com 
Siqueira Júnior e Rôças (2013), considerando que a infecção endodôntica aguda é 
uma infecção polimicrobiana, deve-se preferir empregar agentes antimicrobianos 
cujo espectro inclua as bactérias mais frequentemente detectadas. Ademais, os 
antibióticos β-lactâmicos são agentes bactericidas de baixa toxicidade para 
eucariondes (GEORGOPAPADAKOU, 1993).  
Flynn (2011) realizou uma revisão sistemática para determinar quais seriam 
os antibióticos de escolha para o manejo de infecções odontogênicas e quanto 
tempo deveria durar o tratamento. O autor concluiu que os antibióticos β-lactâmicos 
deveriam ser os antibióticos de escolha, uma vez que possuem um perfil de 
segurança excelente, contando que seja descartada a ocorrência de reação alérgica 
por meio de história médica completa do paciente. Além disso, os custos da 
penicilina V e amoxicilina são baixos quando comparado a outros antibióticos. Em 
comparação a penicilina V, a amoxicilina é ligeiramente menos dispendiosa e o seu 
regime posológico é mais confortável, devido ao seu intervalo de dosagem mais 
longo. O autor também verificou que em situações nas quais se observa alergia à 
penicilina, a clindamicina deve ser o fármaco de escolha por razões de segurança.  
Em 2017, a Sociedade Européia de Endodontia (SEGURA-EGEA et al., 2017) 
publicou uma recomendação quanto ao uso de antibióticos em endodontia. Segundo 
os autores, os antibióticos β-lactâmicos (penicilina V ou amoxicilina associada ou 
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não ao ácido clavulânico) devem ser os antibióticos de escolha para o tratamento 
coadjuvante de infecções endodônticas. Nos casos em que a penicilina V for 
ineficaz, recomenda-se a sua associação ao metronidazol. A clindamicina, a 
claritromiciva e a azitromicina são indicados para pacientes alérgicos.  
No entanto, segundo a Organização Mundial de Saúde (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION – WHO) houve um aumento da resistência bacteriana aos 
antibióticos tanto na medicina, como na odontologia nos últimos anos (WHO, 2014). 
Em 2011, Gomes et al. analisaram a resistência antimicrobiana de algumas espécies 
de anaeróbios isolados de infecções endodônticas, ao longo do tempo, em uma 
região do Brasil. De acordo com os resultados, houve aumento da resistência a 
antibióticos dos isolados ao longo dos anos, em uma população específica. Entre as 
possíveis razões para o aumento da resistência bacteriana aos antibióticos estão 
prescrições inapropriadas, uso inadequado pelos pacientes, diagnósticos limitados, 
venda não autorizada, falta de mecanismos adequados para regulamentação de 
medicamentos em utilização, e uso em não humanos  (DE PAULA et al., 2014; 
MARRA et al., 2015; AYUKEKBONG; NTEMGWA; ATABE, 2017).  
Em virtude disso, em 2015,  a WHO criou um plano de ação global sobre 
resistência antimicrobiana. Esse plano tem como objetivo melhorar a consciência e a 
compreensão da resistência antimicrobiana por meio da comunicação, educação e 
treinamento; fortalecer o conhecimento e a base de evidências por meio da 
vigilância e da pesquisa; reduzir a incidência de infecção por meio de saneamento 
efetivo, higiene e medidas de prevenção de infecção; otimizar o uso de 
medicamentos antimicrobianos em humanos e animais; e desenvolver investimentos 
sustentáveis que leve em consideração as necessidades de todos os países e 
aumente o investimento em novos medicamentos, ferramentas de diagnóstico, 
vacinas e outras intervenções. 
A resistência bacteriana é definida como a habilidade de um micro-organismo 
para suportar os efeitos dos antibióticos (RODRIGUEZ-NÚNEZ et al., 2009). Ela 
pode ser classificada como natural (intrínseca) ou adquirida. A resistência natural é 
aquela inerente à célula bacteriana, determinada pela dificuldade de permeabilidade 
das superfícies externas das células bacterianas. Já a resistência adquirida, resulta 
quando cepas originalmente sensíveis tornam-se resistentes devido a uma alteração 
genética determinada por mutações ou aquisição de plasmídios (SILVA, 2002).  
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A resistência de bactérias anaeróbias facultativas aos agentes β-lactâmicos 
pode ocorrer em virtude da alteração das proteínas de ligação à penicilina (penicillin-
binding proteins-PBPs),  da produção de penicilases (β-lactamase). Streptococcus 
spp. e Enterococcus spp. são exemplos de bactérias que podem sofrer alteração 
das PBPs, e assim reduzir a sua a afinidade por esses agentes (DOWSON; 
HUTCHISON; SPRATT, 1989; FONTANA et al., 1992; SMITH et al., 1993; SMITH; 
KLUGMAN, 1995; NAKAYAMA; TAKAO, 2003; SMITH; JACKSON; KENNEDY, 
2004). Além disso, Enterococcus spp. podem tornar-se resistente aos antibióticos β-
lactâmicos devido à produção de β-lactamase (MURRAY et al., 1992). β-lactamases 
são enzimas bacterianas que hidrolizam o anel beta-lactâmico e assim inativam a 
ligação do antibiótico (BABIC; HUJER; BONOMO, 2006). Contudo, a presença 
dessa enzima em isolados clínicos, não garante que esses isolados sejam 
resistentes para todos os antibióticos β-lactâmicos.  A produção de β-lactamase 
também conferem resistência de Staphylococcus spp. à penicilina. Essas enzimas 
são codificadas geneticamente em plasmídeos transmissíveis por transdução 
(BAUER; PERRY; KIRBY, 1960). 
Em relação a resistência de anaeróbios facultativos ao grupo dos 
macrolídeos, lincosamidas e estreptogramina B (MLSB), a literatura destaca três 
mecanismos para Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.: modificação no alvo de 
ligação no ribossomo; efluxo ativo, ou inativação enzimática da droga como a 
presença da enzima metilase (LECLERQ; COURVALIN, 1991; LECLERQ, 2002; 
VAN LEER BUTER et al., 2010). Já Enterococcus spp. são intrinsicamente 
resistentes a clindamicina (KRISTICH; RICE; ARIAS, 2014). 
O padrão de resistência bacteriana a antibióticos vem sendo determinado por 
meio de testes in vitro que avaliam a sua eficácia e por meio de testes in vivo que 
monitoram a sua eficácia (ARAF, 2000). Entre os métodos utilizados para prever a 
eficácia dos antibióticos pode-se citar: diluição em ágar, microdiluição em caldo, 
difusão em disco e Epsilometer Test (E-test) (AB Biodisk, Culver City, CA, EUA) 
(OLSSON-LILJEQUIST; NORD, 1994). Em relação aos métodos que monitoram a 
eficácia são comumente empregados o teste inibitório do serum e a determinação 
dos níveis de antibióticos no sangue (ARAF, 2000). 
O método de diluição em ágar consiste na incorporação de concentrações 
seriadas e logarítmicas de um agente antibiótico às placas individuais de petri 
contendo meio de cultura. O método de microdiluição em caldo emprega antibióticos 
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liofilizados ou congelados em distintas concentrações numa placa de 96 poços. Já o 
método de difusão em disco consiste na difusão de antibióticos contido em um disco 
em ágar. O método E-test baseia-se na difusão em ágar de um gradiente de 
concentração antimicrobiana contínua, exponencial a partir de uma tira de plástico 
que contém o antibiótico (BAUMGARTNER; XIA, 2003). 
Os métodos de diluição em ágar e E-test baseiam-se na resposta do micro-
organismo frente às diferentes concentrações de antibióticos encontradas no sangue 
ou tecidos, obtidas após a utilização do fármaco pelo paciente (National Clinical and 
Laboratorial Standards Institute – NCLSI, 2012). Assim, a concentração inibitória 
mínima (Minimum Inhibitory Concentration – MIC)  determina a menor concentração 
de um agente antibiótico capaz de inibir completamente o crescimento de um micro-
organismo visível; e o patógeno é categorizado em “sensível”, “intermediário” e 
“resistente”. Embora a MIC seja utilizada para determinar a sensibilidade a 
antibióticos, o método de diluição em ágar é considerado trabalhoso (OLSSON-
LILJEQUIST; NORD, 1994). Além disso, as placas contendo antibióticos não podem 
ser armazenadas antes do uso pois podem perder a atividade antimicrobiana. Já o 
E-test pode ser considerado o método in vitro ideal para avaliar a sensibilidade a 
antibióticos. Ele é um método quantitativo, flexível, não trabalhoso quando 
comparado ao método de diluição em ágar e de leitura confiável (OLSSON-
LILJEQUIST; NORD, 1994). Contudo, o seu custo ainda é elevado se comparado 
aos demais testes. 
Frente ao que foi exposto, a presente tese foi conduzida com os objetivos de 
analisar o padrão de resistência antimicrobiana de bactérias isoladas de infecções 
endodônticas agudas por meio de uma revisão sistemática e meta-análise; identificar 
bactérias anaeróbias facultativas isoladas em casos de abscesso apical agudo e 
determinar a sua diversidade genotípica, a sua sensibilidade antimicrobiana e a 
presença de fatores de virulência; e realizar, por meio de uma proposta de difusão 
de conhecimentos, orientações de uso de agentes antibióticos em infecções 
endodônticas agudas. 
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ABSTRACT 
 
 
The infected root canal or the acute apical abscess when it exudates can harbor 
several species, belonging to the genus Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., 
Prevotella spp., Parvimonas spp., Streptococcus spp., Treponema spp., and 
Olsenella spp. and yet-non-cultivable species. A systematic review and a meta-
analysis were performed in order to assess the resistance rates to antimicrobial 
agents in clinical studies that isolated bacteria from acute endodontic infections. The 
electronic databases and the gray literature were searched up to May 2015. The 
clinical studies in of humans that have evaluated the antimicrobial resistance of the 
isolates of primary acute endodontic infections through laboratorial methods were 
included. PRISMA guidelines were followed. A random effect meta-analysis was 
employed. The outcome was described as being the pooled resistance rates for each 
antimicrobial agent. Heterogeneity and sensitivity analyzes were performed. 
Subgroup analyzes were conducted based upon the report, or not, for the use of 
antibiotics prior to sampling; this was an exclusion factor (Subgroup A and B, 
respectively). The data from 7 studies was extracted. The resistance rates for 15 
different antimicrobial agents were evaluated, ranging from 3.5% to 40.0%. Lower 
resistance rates were observed for amoxicillin+clavulanate and amoxicillin alone; 
higher resistant rates were detected for tetracycline. The resistance rates varied 
according to the previous use of an antimicrobial agent, as demonstrated by the 
subgroup analyzes. Heterogeneity was observed for the resistance profiles of 
penicillin G in Subgroup A; it was also observed for amoxicillin, clindamycin, 
metronidazole and tetracycline in Subgroup B. Sensibility analyzes demonstrated 
that the resistance rates changed for metronidazole, clindamycin, tetracycline and 
amoxicillin. These findings have suggested that clinical isolates had a low resistance 
to lactamic agents. Further well-designed studies are needed in order to clarify 
whether the differences in the susceptibility among the antimicrobial agents may 
influence the clinical responses to the treatment.  
 
 
 
 
 
 
KEY-WORDS: Antimicrobial agents. Susceptibility. Acute endodontic infections. 
Periapical abscess. Meta-analysis. 
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1. INTRODUCTION 
 
Endodontic infections occur due to caries or dental trauma if bacteria gain 
access to the necrotic dental pulp or the periradicular tissues and produce a disease 
such as opportunistic pathogens [1,2]. The infected root canal or the acute apical 
abscess when it exudates can harbor several species, belonging to the genus 
Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., Prevotella spp., Parvimonas spp., 
Streptococcus spp., Treponema spp. and Olsenella spp., and yet-non-cultivable 
species [3,4]. Despite the broad number of species that have been isolated/detected 
in acute endodontic infections, the microbial profiles in these communities show few 
shared species and a great diversity among the subjects [5]. Only the strict 
anaerobes of Olsenella profusa and the taxon Dialister E1 were detected in all of the 
samples that were analyzed by Jacinto et al., [6] and Munson et al., [7], respectively. 
However, Tannerella forsythia, Shuttleworthia satelles, and Filifactor alocis [6], were 
only detected in one sample. The interactions among the biofilm community 
members are responsible for the presence of painful symptomatology [8,9]. Clinical 
signs and symptoms have been associated with specific bacterial species: pain and 
P. micros, P. intermedia/nigrescens and Eubacterium spp.; a tenderness to 
percussion and Porphyromonas, Peptostreptococcus and Fusobacterium spp.; 
swelling and Peptostreptococcus, Porphyromonas and Fusobacterium spp. [3]. 
The clinical management of an acute endodontic infection involves a root 
canal debridement and local drainage, whenever possible. In specific situations, 
antibiotics can be prescribed as a complementary measure, especially for abscesses 
that are associated with a systemic involvement, including fever, malaise and 
lymphadenopathy; disseminating infections resulting in cellulitis, progressive diffuse 
swelling, and/or trismus; and abscess in systemically compromised patients who are 
at an increased risk of a secondary infection following bacteremia [2]. The choice of 
an antibiotic is usually based upon previously published susceptibility, testing and 
clinical trials [1]. The β-Lactam antibiotics, especially penicillin, have been 
recommended as being the first-line of antibiotics because they work well against 
most causative bacteria and because penicillin has a low incidence of side effects 
[10,11]. The clindamycin drug has often been recommended in cases of an allergy to 
penicillin or when penicillin has not been effective [10-12]. In the last mentioned 
clinical situation, the β-lactamase inhibitors, such as clavulanic acid, in a combination 
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with amoxicillin, have also been indicated to extend the spectrum of coverage 
[10,11].  
The emergence of antibiotic-resistant bacterial strains has increased, 
especially due to the excessive and incorrect use of these particular agents [13]. 
Gomes et al., [14] reported the increase of a resistance among anaerobic bacteria 
that was isolated from primary endodontic infections, throughout a 9-year-period in a 
specific Brazilian population. The rational prescription of antimicrobial agents must be 
based on the resistance pattern of the microorganisms, the characteristics of the 
patient (immunosupression, a previous report of an allergy) and the drug’s 
characteristics (cost, effectiveness, adverse effects). From a microbiological point-of-
view, it requires a comprehensive analysis of the resistance profiles among microbial 
isolates from endodontic infections. Recently, Moraes et al., [15] performed a 
systematic review in order to describe the presence of resistance genes to 
antimicrobial agents in oral environments such as saliva, dental biofilm and 
endodontic infections. However, there is a lack of information if the microbial isolates 
from endodontic infections express those virulence factors that are conveyed a 
resistance to antimicrobial agents. 
Therefore, the aim of this systematic review and meta-analysis was to depict 
the antimicrobial resistance profiles of bacterial isolates from primary acute 
endodontic infections as reported in the current literature.  
 
2. MATERIAL AND METHODS 
 
2.1  Focused PICO Question 
 
A systematic review was performed by using the check-list items as reported 
by the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis 
(PRISMA) [16]. The proposed PICO question was: “What are the resistance rates to 
antimicrobial agents in studies that have isolated bacteria from those patients with 
acute endodontic infections?” 
 
 
 
 
32 
 
 
2.2 Eligibility criteria 
 
The clinical studies that have evaluated the resistance antimicrobial of the 
activity bacterial isolates to primary acute endodontic infections by disc diffusion or E-
test methods in humans were included in the survey. 
 
2.3 Search Strategy and Information Sources 
 
Electronic searches were performed in The PubMed Database, The Cochrane 
Library (All Results), ISI Web Database, Scopus, LILACS, OpenGrey, sciELO, the 
CAPES Database, the Grey Literature Report, Curtin University, GreyNet 
International and the Grey Literature Dentistry Database. Hand searching was 
independently and extensively performed by two authors (PML and FM) in the 
reference section of the selected studies and the available systematic reviews. No 
language restriction was applied to the search, except for ISI Web. The search 
comprised of those articles that had been published from the inception of the 
database to May 2015. Figure A. 1 describes the search strategies that were 
adopted in the study for the PubMed database. This strategy was also employed and 
adapted for the other databases. 
 
  
(("dental pulp cavity"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "pulp"[All 
Fields] AND "cavity"[All Fields]) OR "dental pulp cavity"[All Fields] OR 
("root"[All Fields] AND "canal"[All Fields]) OR "root canal"[All Fields]) OR 
("periapical abscess"[MeSH Terms] OR ("periapical"[All Fields] AND 
"abscess"[All Fields]) OR "periapical abscess"[All Fields])) AND ("microbial 
sensitivity tests"[MeSH Terms] OR ("microbial"[All Fields] AND "sensitivity"[All 
Fields] AND "tests"[All Fields]) OR "microbial sensitivity tests"[All Fields] OR 
("microbial"[All Fields] AND "sensitivity"[All Fields] AND "test"[All Fields]) OR 
"microbial sensitivity test"[All Fields]) AND "humans"[MeSH Terms] 
 
Figure A. 1 The search strategy adopted that was for the study, presenting the 
MeSH keywords and the search terms for the antimicrobial activity and the resistance 
of bacterial isolates to acute endodontic infections, as performed in the Pubmed 
database and adapted for the other databases. 
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The following limits were used for the ISI Web database: Database (Web of 
ScienceTM Core Collection, Biological Abstracts® and the SciELO Citation Index); 
Areas of Research (Dentistry and Oral Surgery Medicine, Infectious Diseases, 
Pharmacology Pharmacy, Microbiology); Document Type (article); and Language 
(English, Portuguese and Spanish). 
 
2.4 Study Selection and Data Collection Process 
 
After the title review and the abstract selection, full-text articles were revised 
based upon the following inclusion criteria: clinical studies in humans that had 
evaluated the antimicrobial activity resistance of bacterial isolates to primary acute 
endodontic infections by disc diffusion or E-test methods. The exclusion criteria 
comprised of: (1) Studies that did not specify the cause of the odontogenic abscess 
or the odontogenic infections (if endodontic or not) or that did not specify the 
microbial susceptibility results for each source of infection; (2) Studies that did not 
specify whether the endodontic infection is was acute or chronic; (3) Studies that did 
not report the method used to evaluate the antimicrobial resistance or if they used 
another method. After reading the included articles, an independent manual search 
was performed by two authors (PML and FM) in the References Section and for the 
Authors of the selected articles. 
Data regarding the research group, the number of subjects included in the 
study, the antibiotic exposure as an exclusion criteria, the microbial source/sampling, 
the methods to measure the outcomes, the antimicrobial agents tested, bacterial 
genus, the number of bacterial strains, and the number of resistant strains, were all 
collected from the studies.  
The overall resistance percentage of a specific antimicrobial agent was 
calculated for each study, despite the bacterial species tested. The overall 
percentage of resistance for each tested antimicrobial agent that was resulted from 
the average between the total number of resistant strains and the total number of 
tested strains. The strains that had an intermediate profile were considered 
susceptible to the antimicrobial agent. According to the CLSI Standards [17], the 
“intermediate” category included isolates with MICs of an antimicrobial agent that 
approached usually attainable blood and tissue levels, and for which response rates 
may have been lower than that of the susceptible isolates. It implied a clinical efficacy 
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in body sites where the drug was physiologically concentrated or when a higher than 
normal dosage of a drug was used. It also included a buffer zone, which would have 
prevented small, uncontrolled, technical factors from causing major discrepancies in 
the interpretations, especially for those drugs with narrow pharmacotoxicity margins. 
 
2.5 Statistical Methods for Meta-Analysis 
 
The statistical analysis was performed in order to evaluate the resistance 
profiles of the clinical isolates from the primary acute endodontic infections to the 
antimicrobial agents by the Comprehensive Meta-Analysis software version 3.3.070 
(CMA, Biostat, Englewood, CO, USA).  
A random effect meta-analysis model was used in order to estimate the 
combined effect. The outcome was described as the pooled resistance rates for each 
antimicrobial agent and was shown by the Forest plot. The degree of heterogeneity 
was analyzed by using the X2 test and the I2 statistic test, including all of the selected 
studies for the meta-analysis. A sensitivity analysis was performed by removing those 
studies with the greatest sample size [18,19], in order to evaluate the robustness of 
the results. A subgroup analysis was performed that was based on the report or not 
of the use of antibiotics prior to collection as an exclusion factor in the original study. 
Subgroup A comprised of studies that reported the previous use of antimicrobial 
agents as an exclusion factor [20,21]. Subgroup B included those studies that did not 
report on the previous use of an antimicrobial agent as an exclusion factor 
[12,18,19,22,23].  
 
3. RESULTS 
 
 The results of the search strategy are presented in Figure B. 1. The final 
results of the search in The Cochrane Library, The ISI Web Database, The Medline 
Database (via PubMed), and Scopus were 1, 11, 15 and 24 publications, 
respectively. Several studies were shared in more than one database (Medline vs. 
ISI Web = 6; Medline vs. Scopus = 15; Scopus vs. ISI Web = 9). By the 
implementation of the inclusion and exclusion criteria, six studies were included and 
twenty studies were excluded (Table A. 1). The reasons for their exclusion are 
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shown in Table A. 1. One additional study was considered relevant by the hand 
search.  
Information about the selected studies is shown in Tables A. 2, A. 3, A. 4 and 
A. 5. The studies were performed over different periods of time (2002-2014) and the 
samples were collected in Japan, the United States, Brazil, and European countries. 
No selected study mentioned having conducted a sample size calculation; no study 
described how the recruitment was conducted. Two selected papers [19,20] reported 
no conflict of interest. The samples were collected from the root canals (symptomatic) 
and the apical swelling. The great majority of the studies had not adopted the 
previous exposure to antimicrobial agents as an exclusion criterion. Descriptive 
statistics were reported in all publications. 
The data from seven studies were extracted. A total of 15 different 
antimicrobial agents had been evaluated in the selected studies and were as follows: 
penicillin, amoxicillin, amoxicillin + clavulanic acid, ampicillin, piperacillin-tazobactam, 
clindamycin, metronidazole, erythromycin, azythromycin, cephaclor, cephazolin, 
cefoxitin, vancomycin, imipenem and tetracycline. The results of the meta-analysis 
are show in the Figures C. 1 and C. 2. The data is summarized in Table A. 6. 
The overall resistance rates ranged from 3.5% to 40.0% for the 
microorganisms that were isolated from acute endodontic infections (Table A. 6). 
After the sensitivity analysis, excluding the study of Kuriyama et al., [18], the overall 
resistance rate was 9.5%, 23.2%, 25.4% and 64% of the isolates to metronidazole, 
erytromicin, clindamycin and tetracycline, respectively. The sensitivity analysis, 
excluding the study of Poeschel et al., [19], the overall resistance rate was 4.9%, 
4.3%, 12.9% of the isolates to amoxicillin, amoxicillin + clavulanic acid and penicillin 
G, respectively. 
The subgroup analysis showed that the resistance rates ranged from 6.9% to 
82.9% for the studies that excluded the previous use of antimicrobial agents as being 
an exclusion factor in the original study. However, it ranged from 1.4% to 21.7% for 
the studies that did not report, or did not exclude, the previous use of antimicrobial 
agents.  
The study observed heterogeneity in the resistance rates for penicillin G (Q-
value=9.479; P=0.002) among the studies that reported the exclusion of the previous 
use of antimicrobial agents as being an exclusion factor (Subgroup A). The same 
behavior was not observed for amoxicillin + clavulanic acid (Q-value=3.011; 
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P=0.083). In Subgroup A, the heterogeneity analysis was not performed for 
clindamycin, erythromycin, metronidazole, tetracycline, and amoxicillin, because only 
one study included it (Figure C. 1). Heterogeneity was also observed for amoxicillin 
(Q-value=9.809; P=0.02), clindamycin (Q-value=43.906; P=0.000), metronidazole (Q-
value=15.536; P=0.001) and tetracycline (Q-value=33.7; P=0.000), among those 
studies that had not reported the previous use of antimicrobial agents as being an 
exclusion factor (Subgroup B). In this subgroup, penicillin G (Q-value=3.519; 
P=0.172), penicillin V (Q-value=3.161; P=0.075), amoxicillin + clavulanic acid (Q-
value=1.683; P=0.641) and erytromicin (Q-value=6.204; P=0.102), did not show 
heterogeneity among the resistance rates in the articles belonging to Subgroup B 
and that did not report the previous use of antimicrobial agents as being an exclusion 
factor (Figure C. 2). 
A random effect meta-analysis model was not performed for cephaclor, 
tetracycline, cephazolin, ampicillin, azythromycin, vancomycin, imipenem, cefoxitin 
and piperacillin-tazobactam, because they were only mentioned in a single study 
[21]. The resistance rates to these antimicrobial agents are shown in Table A. 5. 
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Figure B. 1 The flow diagram of the search strategy was developed to find studies 
that were related to the antimicrobial activity resistance of bacterial isolates to acute 
endodontic infections. 
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Table A.  1 - Excluded articles after the full-text analysis and exclusion criteria (n=20).  
 
(1) Studies that did not specify the cause of odontogenic abscess or odontogenic infections (if endodontic or not) or that did not specify the 
microbial susceptibility results for each source of infection; (2) Studies that did not specify whether the endodontic infection is acute or 
chronic; (3) Studies that did not report the method used to evaluate the antimicrobial resistance or used another methods other than E-test 
or disc diffusion. 
 
 
 
Author/year Country Title Oral Site Criteria 
Driden et al. (1975) [24] USA 
Incidence of antibiotic resistance in microorganisms isolated 
from root canals 
Root canal (2) 
Dave & Jhala (1975) [25] India 
Antibiotic sensitivity of the isolates of dento-alveolar 
abscesses 
Tooth socket (2) 
Epstein & Scopp (1977) 
[26] 
USA Antibiotics and the intraoral abscess 
Root canal or 
Tissue swelling 
(3) 
Lewis et al. (1988) [27] Scotland 
Reliability of sensitivity testing of primary culture of acute 
dentoalveolar abscess. 
Tissue swelling (1) 
Lewis et al. (1989) [28] UK 
Antibiotic susceptibilities of bacteria isolated from acute 
dentoalveolar abscess 
Tissue swelling (1) 
Yamamoto et al. (1989) 
[29] 
Japan 
Antimicrobial susceptibilities of Eubacterium, 
Peptostreptococcus, and Bacteroides isolated from canals of 
teeth with periapical pathosis 
Root canal (3) 
Roche & Yoshimori 
(1997) [30] 
USA 
In-vitro activity of spiramycin and metronidazole alone or in 
combination against clinical isolates from odontogenic 
abscesses. 
Tissue swelling (1,3) 
Goumas et al. (1997) [31] Greece 
Periapical abscesses: causal bacteria and antibiotic 
sensitivity 
Tissue swelling (3) 
Kuriyama et al. (2000) 
[32] 
Japan 
Bacteriologic features and antimicrobial susceptibility in 
isolates from orofacial odontogenic infections 
Tissue swelling (1) 
Baumgartner & Xia 
(2003) [33] 
USA 
Antibiotic susceptibility of bacteria associated with 
endodontic abscesses. 
Tissue swelling (2) 
Chan & Chan (2003) [34] Taiwan 
Antibiotic resistance of pathogenic bacteria from odontogenic 
infections in Taiwan. 
Tissue swelling (1) 
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Table A. 1 - Excluded articles after the full-text analysis and exclusion criteria (n=20) (continuation).  
 
(1) Studies that did not specify the cause of odontogenic abscess or odontogenic infections (if endodontic or not) or that did not 
specify the microbial susceptibility results for each source of infection; (2) Studies that did not specify whether the endodontic 
infection is acute or chronic; (3) Studies that did not report the method used to evaluate the antimicrobial resistance or used 
another methods other than E-test or disc diffusion. 
 
 
 
Author/year Country Title Oral Site Criteria 
Jacinto et al (2006) [35] Brazil 
Incidence and antimicrobial susceptibility of Porphyromonas 
gingivalis isolated from mixed endodontic infection. 
Root canal (2) 
Blandino et al. (2007) [36] Italy 
Antimicrobial susceptibility and β-Lactamase production of 
anaerobic and aerobic bacteria isolated from pus specimens from 
orofacial infections. 
Tissue swelling (1) 
Warnke et al. (2008) [37] Germany 
Penicillin compared with other advanced broad spectrum 
antibiotics regarding antibacterial activity against oral pathogens 
isolated from odontogenic abscesses. 
Tissue swelling (1) 
Jacinto et al. (2008) [38] Brazil 
Frequency, microbial interactions, and antimicrobial susceptibility 
of Fusobacterium nucleatum and Fusobacterium necrophorum 
isolated from primary endodontic infections. 
Root canal (2) 
Sun et al. (2009) [39] Norway 
Occurrence, population structure, and antimicrobial resistance of 
Enterococci in marginal and apical periodontitis. 
Root canal (2) 
Al-Selivany et al. (2010) 
[40] 
Iraq 
Dental infections: clinical and microbiological evaluation of 
responsiveness to twice daily amoxicillin-clavulanic acid 
(amoxiclave). 
Tissue swelling (1) 
Poeschl et al. (2010) [41] Austria 
Antibiotic susceptibility and resistance of the odontogenic 
microbiological spectrum and its clinical impact on severe deep 
space head and neck infections 
Tissue swelling (1) 
Jungermann et al. (2011) 
[42] 
USA 
Antibiotic resistance in primary and persistent endodontic 
infections. 
Root canal (2) 
Sousa et al. (2013) [43] Brazil 
Microbiological profile and antimicrobial susceptibility pattern of 
infected root canals associated with periapical abscesses. 
Root canal (2) 
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Table A. 2.  Aims and characteristics of the samples in the included studies. 
 
Author/Year Aims Participants 
Antibiotic exposure 
as exclusion criteria 
Sample Size* 
Khemaleelakul et al. 
(2002) 
[22] 
To determine the bacterial composition of the microbiota 
from acute endodontic abscesses/celulites. To determine 
the antimicrobial susceptibility of bacteria using the E-test. 
17 patients (6-45 yrs-
old) 
No 118 bacterial strains 
Jacinto et al. (2003) [23] To investigate the correlation between the composition of 
the bacterial flora isolated from infected root canals of teeth 
with apical periodontitis with the presence of clinical signs 
and symptoms. To test the antibiotic susceptibility of five 
anaerobic bacteria most commonly found in the root canals 
of symptomatic teeth. 
48 patients (13-63 
yrs-old) 
No 66 bacterial strains 
 
Kuriyama et al. (2005) 
[18] 
To determine if the treatment of dentoalveolar infection was 
influenced by the choice of the antibiotic and the presence 
of penicillin-resistant bacteria. To determine any correlation 
between the presence of antibiotic-resistance within the 
infection and a history of previous antibiotic therapy. 
112 patients (17-
81yrs-old) 
 
No 410 bacterial strains 
Ozbek et al. (2006) [21] To identify microorganisms in root canals with periapical 
abscesses and their antimicrobial susceptibility profiles and 
to revise antimicrobial treatment protocols. 
30 patients 
14 males (31.8 yrs-
old) 
16 females (33.8 yrs-
old) 
Yes 
(3 months) 
156 bacterial strains  
 
Skucaite et al. (2010) [10] To evaluate susceptibilities of endodontic pathogens 
isolated from teeth with symptomatic apical periodontitis to 
the most commonly prescribed antibiotics. 
58 patients (20-73 
yrs-old) 
No 66 bacterial strains 
Poeschl et al. (2011) [19] To evaluate the actual bacterial resistance rates against the 
most commonly used antibiotics and to assess the clinical 
impact of the findings. 
89 patients (8-85 yrs-
old) 
No 122 bacterial strains 
Montagner et al. (2014) 
[20] 
To detect the cfxA/cfxA2 gene through molecular methods 
and to observe its expression through the MIC and 
degradation of a lactamase substrate. 
20 patients (does not 
mention the average 
age) 
Yes 
(3 months) 
29 bacterial strains 
*Number of strains that were tested for antimicrobial susceptibility. 
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Table A. 3. Other information of the included studies. 
 
Author/Year Microbial Source/Sampling Method to measure the outcome Antimicrobial agent 
Khemaleelakul et al. 
(2002) [22] 
Tissue swelling/Aspiration E-test ® Penicillin; Amoxicillin; Amoxicillin + 
clavulanic acid; Clindamycin; 
Metronidazole. 
Jacinto et al. (2003) [23] Root canal/Paper points E-test ® Penicillin; Amoxicillin; Amoxicillin + 
clavulanic acid; Clindamycin; 
Metronidazole; Erythromycin; Cephaclor; 
Azythromycin. 
Kuriyama et al. (2005) [18] Root canal/Swab 
Tissue swelling/Aspiration 
Disk Diffusion Penicillin; Clindamycin; Metronidazole; 
Erythromycin; Tetracycline. 
Ozbek et al. (2006) [21] Root canal/Paper points Oxoid Discs® and 
E-test ® 
Penicillin; Amoxicillin + clavulanic acid; 
Clindamycin; Erythromycin; Tetracycline; 
Cefazolin; Imipenem; Metronidazole; 
Cefoxitin; Piperacillin-tazobactam. 
Skucaite et al. (2010) [10] Root canal/Paper points 
Tissue swelling/Aspiration 
E-test ® Penicillin; Amoxicillin; Amoxicillin + 
clavulanic acid; Clindamycin; 
Metronidazole;  Erythromycin; Tetracycline; 
Ampicillin; Vancomycin. 
Poeschl et al. (2011) [19] Tissue swelling/Swabbing or 
aspiration 
Disk Diffusion Penicillin; Amoxicillin; Amoxicillin + 
clavulanic acid; Clindamycin; Erythromycin. 
Montagner et al. (2014) 
[20] 
Root canal/Paper points E-test®, Nitrocefin Test Penicillin; Amoxicillin; Amoxicillin + 
clavulanic acid. 
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Table A. 4. Genus of the Tested Bacteria that were reported in each Included Study. 
 
Author/Year Bacteria (Genus) 
Khemaleelakul et al., (2002) [22] Bacteroides spp.; Clostridium spp.; Eubacterium spp.; Fusobacterium spp.; Peptostreptococcus spp.; 
Porphyromonas spp.; Prevotella spp.; Veillonella spp.; Propionibacterium spp.; Actinomyces spp.; 
Gemella spp.; Streptococcus spp.; Corynebacterium spp.; Eikenella spp.; Lactobacillus spp.; 
Staphylococcus spp.; 
Jacinto et al., (2003) [23] Fusobacterium spp.; Peptostreptococcus spp.; Streptococcus spp.; Prevotella spp.; Gemella spp.; 
Actinomyces spp.; Veillonella spp.; Clostridium spp.; Propionibacterium spp.; Eggerthella spp.; 
Staphylococcus spp.; Eubacterium spp.; Enterococcus spp.; Campylobacter spp.; Bifidobacterium spp.; 
Bacteroides spp.; Tissierela spp.; Lactobacillus spp.; Porphyromonas spp. 
Kuriyama et al., (2005) [18] Prevotella spp.; Peptostreptococcus spp.; Streptococcus spp.; Fusobacterium spp.; Eubacterium spp.; 
Actinomyces spp.; Eikenella spp.; Veillonella spp.; Propionibacterium spp.; Porphyromonas spp.; 
Capnocytophaga spp.; Clostridium spp.; Unspecified- Strictly Anaerobic; Gram-Negative Bacillus; 
Unidentified CO2 Dependant; Gram-Positive Coccus. 
Ozbek et al., (2006) [21] Staphylococcus spp.; Streptococcus spp.; Corynebacterium spp.; Neisseria spp.; Acinetobacter spp.; 
Escherichia spp.; Pseudomonas spp.; Enterobacter spp.; Klebsiella spp.; Peptostreptococcus spp.; 
Actinomyces spp.; Eubacterium spp.; Mobilincus spp.; Erysipelothriks spp.; Fusobacterium spp.; 
Prevotella spp.; Bacteroides spp.; Porphyromonas spp. 
Skucaite et al., (2010) [10] Streptococcus spp.; Enterococcus spp.; Prevotella spp.; Bacteroides spp.; Anaerococcus spp.; 
Peptostreptococcus spp.; Tissierela spp.; Eikenella spp. 
Poeschl et al., (2011) [19] Streptococcus spp.; Staphylococcus spp.; Prevotella spp.; Peptostreptococcus spp.; Bacteroides spp.; 
Fusobacterium spp.; Eikenella spp.; Lactobacillus spp.; Corynebacterium spp.; Enterococcus spp.; 
Enterobacteriaceae spp. 
Montagner et al., (2014) [20] Prevotella spp.; Porphyromonas spp.; Parvimonas spp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
43 
 
 
 
Table A. 5. Number of resistant strains for each antibiotic in the included studies. 
 
Author/Year N. of bacterial 
strains 
  Resistant strains   
PG PV AC XL CM MZ EM     TC CZ CP AMP VAN IP CX PT 
Khemaleelakul et al. 
(2002) [22] 
118 
58 
  - 
  - 
 23 
  - 
 18 
  - 
 0 
 - 
 13 
   - 
  - 
  7 
   - 
   - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
   - 
   - 
    - 
    - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
Jacinto et al. (2003) [23] 
 
66  7 
 - 
  - 
  - 
  0 
  - 
 0 
 - 
  3 
  - 
  3 
  - 
  7 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  0 
  - 
   - 
   - 
    - 
    - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
Kuriyama et al. (2005) 
[18] 
410  -  53   -  - 13 82 96 36   -   -    -     -    -    -    - 
Ozbek et al. (2006)* [21] 156 
76 
70 
74 
 - 
 - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
 - 
17 
 - 
57 
  - 
  - 
  - 
15 
  - 
  - 
39 
  - 
  - 
63 
  - 
  - 
23 
  - 
  - 
  - 
  - 
   - 
   - 
   - 
    - 
    - 
    - 
   - 
   - 
   3 
   - 
   - 
  14 
  - 
  - 
  7 
Skucaite et al. (2010) 
[10] 
66 
65 
62 
53 
43 
10 
9 
 - 
1 
 - 
 - 
 - 
 - 
 - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  -  
 0 
  - 
  - 
  - 
 - 
 - 
 - 
 - 
0 
- 
- 
  - 
14 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  5 
  - 
  - 
  - 
15 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
21 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  -   
  - 
  - 
  21 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
    0 
    - 
    - 
    - 
    - 
    - 
    - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
Poeschl et al. (2011) [19] 
 
122 
113 
107 
76 
 - 
10 
 - 
 - 
  - 
  - 
  - 
  - 
11 
  -  
  - 
  - 
2 
- 
- 
- 
  - 
  - 
23 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
17 
  - 
  - 
  - 
  - 
  -  
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
  - 
   - 
   - 
   - 
   - 
    - 
    - 
    - 
    - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
   - 
  - 
  - 
  - 
  - 
Montagner et al. (2014)* 
[20] 
29  4   -   2  2   -   -   -   -   -   -    -     -    -    -   - 
* Original studies that reported the prior use of antibiotics as an exclusion criterion. 
PG – penicillin G; PV – penicillin V; AC – amoxicillin; XL – amoxicillin + clavulanic acid; CM – clindamycin; MZ – metronidazole; EM 
– erythromycin; TC – tetracycline;  
CZ – cefazolin; CP - cephaclor; AMP - ampicillin; VAN – vancomycin; IP – imipenem; CX – cefoxitin; PT – piperacillin-tazobactam. 
(-) – not tested. 
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Table A. 6.  Percentage of resistance strains, as determined by data extracted from the included studies. 
  
 Overall Data Studies that reported use of ATB 
Subgroup A 
Studies that did not report/use the use of 
ATB 
Subgroup B 
Antibiotics %RES Conf. Int. nRES/n %RES Conf. Int. nRES/n %RES Conf. Int. nRES/n 
Amoxicillin + Clavulanic Acid 3.5 0.8-14.2 21/421 14.8% 4.6-38.6 19/105 1.4% 0.5-3.9 2/316 
Amoxicillin 7.7%  3.6-15.5 31/388 6.9%  1.7-23.8 2/29 7.4%  3.0-17.2 29/359 
Penicillin G 12.3% 3.6-34.6 100/458 29.1% 7.0-68.9 78/185 7.9% 4.0-15.0 18/357 
Clindamycin  13.1% 5.6-27.5 123/919 36.5% 29.4-44.4 57/156 10.2% 4.4-21.8 66/756 
Penicillin V 15.5% 10.2-22.8 76/528 - - - 15.5% 10.2-22.8 76/528 
Metronidazole 17.5%  10.5-27.9 112/619 19.7%  12.3-30.2 15/76 17.0%  7.7-33.3 97/543 
Erythromycin 26.0% 16.2-38.9 174/681 51.3% 40.2-62.3 39/76 21.7% 16.2-28.3 135/605 
Tetracycline 40.0% 6.2-87.0 120/539 82.9% 72.7-89.8 63/76 19.9% 3.6-61.9 57/463 
 
* %RES = percentage of resistant strains (pooled values); Conf. Int. = confidence interval; nRES/n = number of resistant strains/total 
number of strains. Subgroup A: studies that excluded patients with previous use of antibiotics [20,21]; Subgroup B: studies that did 
not report or did not exclude patients with previous use of antibiotics [10,18,19,22,23]. 
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Figure C. 1. Forest plot for the antimicrobial resistance profile of clinical isolates from primary acute endodontic infections for each 
antimicrobial agent, according data from the studies that reported exclusion of use of antibiotics. Penicillin G (Q-value=9.479; 
P=0.002); Amoxicillin + clavulanate (Q-value=3.011; P=0.083).  
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Figure C. 2 Forest plot for the antimicrobial resistance profile of clinical isolates from primary acute endodontic infections for each 
antimicrobial agent, according to studies that do not report the prior use of antibiotics as an exclusion criterion. Amoxicillin (Q-
value=9.809; P=0.02); Penicillin G (Q-value=3.519; P=0.172); Clindamycin (Q-value=43.906; P=0.000); Penicillin V (Q-value=3.161; 
P=0.075);  Metronidazole (Q-value=15.536; P=0.001); Erytromicina (Q-value=6.204; P=0.102); Amoxicillin + clavulanate (Q-
value=1.683; P=0.641); Tetracycline (Q-value=33.7; P=0.000) 
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4. DISCUSSION 
 
 
For the present study, a comprehensive systematic review was conducted in 
order to identify, to evaluate, and to synthesize all of the clinical studies that met the 
specified eligibility criteria in order to determine: “What are the resistance rates to 
antimicrobial agents in studies that isolated bacteria from patients with primary acute 
endodontic infections?” Although the majority of clinical isolates have been found to 
be susceptible to the antimicrobial agents that are usually prescribed, there was a 
wide range of antibiotic resistance among them. The resistance rates varied 
according to the previous use of an antimicrobial agent.  
The currently employed methods in order to determine the susceptibility 
profiles of clinical isolates are regulated by standard protocols that employ a 
cultivation-based approach [17,42]. Only the articles that employed the disc diffusion 
and E-test methods were selected, because they included patterns for comparison, 
according to the NCLSI and EUCAST guidelines.The continuous monitoring of 
microbial susceptibility over time should be encouraged, but there are few reports in 
the current literature that describe the shift on microbial resistance to bacteria from 
endodontic infections [14]. There is a need for constantly revising the literature in 
order to obtain proper data that may guide and support the clinical choices of 
adjunctive systematic antimicrobial therapy. The use of statistical methods, as 
performed in the meta-analysis, may provide a quantitative synthesis of the data 
regarding the susceptibility rates of clinical isolates from patients with primary acute 
endodontic infections. Despite the strict selection criteria, the evaluation of the 
studies showed few factors that connected them. For example, several species were 
isolated and tested for their antimicrobial susceptibility in the articles. Futhermore, the 
included articles did not employ the same set of antimicrobial agents to test for the 
susceptibility of all of the isolates. The low number of shared information by the 
studies did not allow for the determination through a meta-analysis of the resistance 
profiles for each species/genera. The overall resistance percentages for a specific 
antimicrobial agent were calculated for each study, despite the species that were 
tested.  
For primary acute endodontic infections, the overall resistance rates varied 
according to the antimicrobial agent. The bacterial strains were highly susceptible to 
amoxicillin + clavulanic acid and amoxicillin. Higher resistance rates were observed 
48 
 
 
for tetracycline. Intermediate values were observed for penicillin G, clindamycin, 
penicillin V, metronidazole and erythromycin, respectively. The results were in 
accordance with the clinical recommendations that suggest that antibiotics of the 
beta-lactamic group, especially amoxicillin and amoxicillin + clavulanic acid, as being 
the first choice for the management of acute endodontic infections, due to their 
efficacy, their safety, and their convenience for administration and access [5,43,44]. 
The low susceptibility rates for tetracycline were probably associated with the intrinsic 
resistance among the anaerobic strains and the secondary resistance was due to its 
broad use and misuse by patients [45,46]. For the past two decades, the most 
commonly used antibiotics in periodontal treatment has been the use of the 
tetracyclines [47,48]. The widespread emmergence of tetracycline resistance in 
medically important bacteria has limited their use in the treatment of medical 
infections [49]. In the oral cavity, tetracycline resistance has increased over the last 
several years [50]. Some investigators have reported that this may be one of the 
reasons for the reduced effects of tetracyclines as being an adjuvant measure for the 
treatment of periodontitis [51-54]. 
Despite the diferences of the laboratorial susceptibility patterns that were 
observed for the antimicrobial agents, it was not possible to determine whether they 
can influence the clinical responses to the treatment. It should be emphasized that 
acute endodontic infections are polymicrobial with a very high inter-individual 
variability. The involvement of the species in a mixed consortium promotes a broad 
spectrum of relationships among them, modulating their pathogenicity to additive or 
synergistic pathogenic effects [2,4]. The control of the endodontic infections does not 
have species as a main target. The eradication of some components of the microbial 
community may lead to its disturbance and the remaining members may not be able 
to survive without cross-interactions [4]. The ecological interference that is promoted 
by the local approach (a root canal treatment and a surgical drainage) might 
overcome the resistance to antimicrobial agents as demonstrated by some of the 
community members and leads to the resistant strain’s death. However, Flynn et al., 
[55] reported in a prospective study that penicillin treatment failure was not predicted 
by pre-adimission, timing, anatomic or preoperative clinical variables, in a sample of 
37 subjects admitted for severe odontogenic infections. The authors observed that 
six out of twenty-four subjects had a penicillin treatment failure, and penicillin 
resistant bacterium was detected in all of the patients who had no response to the 
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antimicrobial treatment. Therefore, further studies with large sample sizes should be 
conducted in order to determine the relationships between the presence of resistant 
strains and the outcomes of the proposed treatment. 
The previous use of antimicrobial agents is a variable that must be considered 
in the data analysis. Skucaite et al., [12] evaluated the susceptibility of endodontic 
pathogens to antibiotics in patients with symptomatic apical periodontitis that had had 
a previous use of an antimicrobial agent. According to the results, no correlation was 
found between the microbial susceptibility to antibiotics and a previous antibiotic 
intake. However, Kuriyama et al., [18] showed that penicillin-resistant bacteria were 
isolated significantly more frequently from patients that had penicillin before the 
sampling. There was no significant correlation between the prevalence of 
erythromycin-resistant bacteria and a previous administration of erythromycin. 
Therefore, a subgroup analysis was performed concerning the results in order to 
determine the effects of a previous use of antibiotics. It was observed that the 
resistance rates were different when comparing the studies that reported a previous 
use of antimicrobial agents as an exclusion criterion (Subgroup A). The articles that 
did not report the previous use of antimicrobial agents as an exclusion criterion were 
in Subgroup B. These differences could be related to diverse factors: a small number 
of studies that had bacterial strains tested in each one; the fact that the resistance 
rates were obtained from a pool of bacteria; the fact that the correlation between the 
prevalence of resistance bacteria and a previous use of antibiotics seemed to occur 
for some agents, but not for others [14]. Additionally, there was a limitation of 
memory bias, since the patients could not remember exactly what drugs that they 
had used in the past 3 months. These results emphazise the need to analyze the 
data that was reported in the articles and consider the previous use or not of 
antibiotics, since the resistance rates differed between the subgroups. However, 
independently of the differences among the subgroups of A and B and the overall 
data, the general profiles of resistance remained the same: lower rates of resistance 
for amoxicillin and amoxicillin and clavulanic acid; higher rates of resistance for the 
tetracyclines; and intermediate rates with the other antimicrobial agents that were 
tested. 
Parallelly, a heterogeneity analysis was performed for specific antimicrobial 
agents, depending on the subgroup of the studies. There was heterogeneity among 
the resistance profiles for penicillin G for the studies that excluded a previous use 
50 
 
 
antimicrobial agent (Subgroup A) and for amoxicillin, clindamycin, metronidazole and 
tetracycline among the studies that did not reported this use (Subgroup B). These 
findings can be associated with the several bacterial species that were tested and for 
the different sites of sampling. Despite being concomitant infections, matched 
samples taken from the root canal and the abscess aspirates from the same subject 
had discrepancies between the bacterial community profiles [5]. Furthermore, the 
microbial profiles of the acute endodontic infection samples were unique for each 
subject and did not show any clustering behavior from the samples that were 
collected among patients [5,56]. Despite the assessment of a specific group of 
endodontic infections, the microbiome was modulated by its geographic location [57-
59]. It was not possible to perform a region-based analysis because the samples 
were collected from six different countries (Thailand, Brazil, United Kingdom, Turkey, 
Lithuania, and Austria). Only the results reported by Jacinto et al., [23] and 
Montagner et al., [20] belonged to the same geographic location: Brazil.  
Sensitivity analyses were performed in order to evaluate the level of 
confidence results, excluding those studies with the largest sample sizes [18,19], in 
order to evaluate if the findings were not dependent on arbitrary or unclear decisions. 
The overall resistance rates to erytromicin, amoxicillin + clavulanic acid and penicillin 
G were similar when the studies were included in the meta-analysis. However, the 
overall resistance rates to metronidazole, clindamycin, tetracycline and amoxicillin 
were different when these studies were included in the meta-analysis. Although 
different, it was not possible to determine whether the difference influenced the 
clinical response to the treatment, as discussed previously.  
The results of this systematic review and meta-analysis were limited by 
several factors, as previously discussed. They were also associated with the 
limitations that were imposed by the bacterial recovery from the complex microbial 
communities. It should be emphasized that available cultivation methods have not yet 
been able to allow for the laboratorial growth and the isolation of several 
microorganisms. Furthermore, the results obtained through susceptibility testing 
represented a single microorganism or a select group of microorganisms that were 
isolated from the infected site. The virulence of the strains might have been 
modulated by their isolation in the culture media, especially due to the lack of 
interaction among the several microorganisms that were also present in the 
odontogenic infection. There was also a lack of data on the specific number of strains 
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that were tested for each sample in the articles. The tested isolates may have 
represented or not, all of the microbial community that was active in the infected site. 
As culturing and testing slow-growing oral bacteria can take up-to 2 weeks, the 
therapeutic decisions still have to be based on previous reports from the literature, as 
have been summarized in the present study. 
 
4.1 Conclusion 
 
The systematic review and the meta-analysis allowed for depicting the 
resistance profiles to antimicrobial agents in bacteria that was isolated from acute 
endodontic infections. Amoxicillin + clavulanic acid and amoxicillin showed the lowest 
in vitro rates for bacterial resistance among the strains. The resistance rates for the 
antimicrobial agents varied according to the previous use of an antimicrobial agent. 
There was a lack of information regarding the association between the resistance 
profiles of the bacterial isolates and the clinical outcomes.   
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A WHO recomenda o monitoramento da eficácia das intervenções de saúde 
pública e detecção de novas tendências e ameaças para elaboração de estratégias 
de ação global frente ao aumento da resistência bacteriana aos antibióticos (WHO, 
2015). Em virtude disso, o propósito do Capítulo 1 da tese foi realizar uma revisão 
sistemática e meta-análise para descrever o perfil de resistência bacteriana de cepas 
isoladas de infecções endodônticas primárias agudas reportado na literatura até 
maio de 2015. De acordo com os resultados encontrados nos estudos selecionados, 
os micro-organismos isolados de infecções endodônticas primárias agudas ainda 
são altamente sensíveis à amoxicilina associada ao ácido clavulânico e à 
amoxicilina. Valores intermediários de resistência foram observados para penicilina 
G, clindamicina, penicilina V, metronidazol e eritromicina; e altos valores de 
resistência foram observados para tetraciclina. Esses resultados fornecem 
elementos que dão suporte à prescrição da amoxicilina como antibiótico de primeira 
escolha no manejo das infecções endodônticas agudas, sua associação com ácido 
clavulânico em casos de falha da terapia, e a utilização da clindamicina para 
pacientes alérgicos aos antibióticos β-lactâmicos, concordando com Flynn (2011) e 
com recentes recomendações da Sociedade Europeia de Endodontia (SEGURA-
EGEA, 2017). Embora a clindamicina tenha mostrado valores de resistência 
intermediária, devemos lembrar que a categoria intermediária inclui isolados cujas 
MICs são próximas à concentração sérica máxima obtida por aquele antimicrobiano. 
Ademais, os antibióticos sistêmicos devem ser utilizados como terapia coadjuvante 
ao tratamento local em endodontia (SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2013). O 
tratamento local por meio da drenagem (via canal ou cirúrgica) reduz a carga 
microbiana (VIANNA et al., 2006; ENDO et al., 2012), e talvez auxilie na eliminação 
de micro-organismos resistentes. 
Bactérias anaeróbias estritas predominam em infecções endodônticas agudas 
primárias (SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2009). Todavia, a presença de bactérias 
anaeróbias facultativas também tem sido relatada (JACINTO et al., 2003; 
SAKAMOTO et al., 2006; SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2013), mas pouco se sabe 
sobre o seu papel nesse tipo de infecção. Assim, o Capítulo 2 da tese teve como 
objetivo identificar e determinar a diversidade genotípica, a sensibilidade 
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antimicrobiana e os fatores de virulência de anaeróbios facultativos isolados em 
casos de abscesso apical agudo. Os resultados mostraram pouco isolamento de 
bactérias anaeróbias facultativas mesmo com o uso de um meio de cultura seletivo 
para Streptococcus spp. Embora o método de cultivo possibilite determinar a 
resistência antimicrobiana das cepas isoladas (SIQUEIRA JÚNIOR; RÔÇAS, 2005), 
a sua sensibilidade para verificar a presença de micro-organismos é baixa quando 
comparado com os métodos moleculares (GOMES et al., 2006). Desse modo, micro-
organismos viáveis podem ser não cultiváveis (SIGNORETTO et al., 2000). Todavia, 
não podemos esquecer que em infecções endodônticas agudas primárias há um 
predomínio de bactérias anaeróbias estritas (SIQUEIRA JÚNIOR, RÔÇAS, 2009). 
Em adição, cabe ressaltar que esses microrganismos foram isolados em dentes 
onde havia a presença de cárie e de lesão periapical. Todos os cuidados para evitar 
contaminação cruzada entre os ecossistemas da lesão de cárie e da infecção 
endodôntica foram tomados. A totalidade da dentina cariada foi removida, 
previamente à execução da coleta microbiana. Esses achados nos fazem concordar 
com a hipótese sugerida por Montagner et al. (2010), que relataram a possível 
influência de fatores locais na composição da comunidade microbiana nesse tipo de 
infecção.  
A identificação das cepas isoladas foi realizada com o auxílio de métodos 
fenotípicos (coloração de Gram, catalase e oxidase) e com o método de ionização 
por dessorção a laser assistida por matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption 
Ionization Time-Of-Fligh - MALDI-TOF) espectrometria de massas (Mass 
Spectrometry - MS). Em comparação a análise do gene 16S rRNA, o método 
MALDI-TOF MS além de efetivo, apresenta reduzido tempo para identificação e 
baixo custo por amostra (BIZZINI; GREUB, 2010). No nosso estudo as seguintes 
espécies foram identificadas: Streptococcus spp, S. aureus, A. viscosus e E. 
faecalis. No entanto, pode-se observar uma diversidade de espécies entre os 
pacientes. O isolamento de 24 cepas de E. faecalis (24 cepas) em um mesmo 
paciente, mesmo utilizando um meio de isolamento seletivo para Streptococcus spp., 
foi um resultado inesperado. Vale lembrar que até a década de 90, o E. faecalis era 
classificado como Streptococcus spp. (MÄKINEN et al. 1989). O aprimoramento das 
técnicas de identificação, assim como a observação de um perfil fenotípico diferente 
fez com que houvesse uma reclassificação desse micro-organismo como 
Enterococcus spp.  
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 Em relação à sensibilidade bacteriana a antibióticos, todas as cepas isoladas 
foram sensíveis aos antibióticos β-lactâmicos. Staphylococcus aureus, 
Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis foram 
resistentes a eritromicina; e Actinomyces viscosus não apresentou halo de inibição 
para esse antibiótico. Por sua vez, o E. faecalis não apresentou halo de inibição para 
a clindamicina, o que demonstra a sua resistência intrínseca ao fármaco. Este 
achado não pode ser utilizado como informação para desaconselhar o uso de 
clindamicina no tratamento das infecções endodôntias agudas quando 
adequadamente indicada (SEGURA-EGEA et al., 2017). Salienta-se que outros 
micro-organismos fazem parte da comunidade microbiana presente em infecções 
endodônticas agudas, e que talvez essas espécies sejam sensíveis aos antibióticos 
comumente prescritos. A eliminação ou redução dessas espécies pode comprometer 
a presença de outras espécies que delas dependem para manter-se viáveis em 
infecções no sistema de canais radiculares.  
 Diante elevado número de cepas de E. faecalis isoladas em um mesmo 
paciente, a sua diversidade genotípica foi avaliada utilizando o PFGE. Além disso, a 
presença de genes de virulência (ace, gelE, efaA, esp, cylA e asa) nessas cepas foi 
detectada por meio de PCR. Os resultados do PFGE mostraram que o perfil do 
fragmento de DNA cromossomal das 24 cepas de E. faecalis isoladas foi o mesmo. 
Porém, houve diferenças entre as cepas no que diz respeito à presença de alguns 
fatores associados à virulência.  
O Capítulo 3 da presente tese teve como objetivo a elaboração de duas 
propostas de textos informativos, como material de divulgação, para orientar os 
cirurgiões-dentistas e os pacientes em relação ao uso de antibióticos em infecções 
endodônticas agudas, de forma a aplicar as informações obtidas nos capítulos 
anteriores. Esta abordagem permite a aplicação das informações obtidas a partir da 
literatura e também produzidas nos capítulos anteriores. De acordo com a WHO 
(2015), a divulgação, a educação e o treinamento dos profissionais da área da 
saúde e dos pacientes contribuem para que haja uma adequada conscientização e 
compreensão do papel de cada ator sobre o surgimento ou o controle da resistência 
bacteriana. Além disso, acreditamos que a elaboração desse material seja uma 
forma de integrar a pesquisa acadêmica às necessidades que emergem na 
sociedade contemporânea, cumprindo um dos diversos papéis da universidade para 
com a população. 
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As futuras pesquisas relacionadas à resistência microbiana aos antibióticos 
em infecções endodônticas devem considerar a abordagem da infecção, do paciente 
e do prescritor. Novas fontes de medicamentos e investimentos em pesquisa 
laboratorial e clínica são importantes. A definição do papel de cada micro-organismo 
na comunidade e não de espécies isoladas também o são. Há necessidade ainda de 
se realizar ensaios clínicos randomizados para avaliar a prescrição de antibióticos e 
assim estabelecer novas diretrizes. Porém, é torna-se importante ainda coletar 
dados que avaliem o tratamento proposto pelo prescritor e a adesão pelo paciente. 
Essa abordagem permitirá contribuir para a compreensão do impacto social e das 
implicações econômicas da resistência antimicrobiana na sociedade. 
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APÊNDICE A – FICHA CLÍNICA 
 
Código: ____________ 
 
Entrevista Dialogada 
 
 
1. Você está sobre tratamento médico? ( ) Sim   ( ) Não  
Qual?________________________________________________________. 
 
2.  Você já teve uma doença importante ou já fez algum procedimento 
cirúrgico? (    )Sim  (     ) Não Qual?________________________________. 
 
3. Você sabe o valor da sua pressão arterial?   (    ) Sim   (    ) Não 
Qual? ______ mmHg/______mmHg. 
 
4. Você já teve alguma das doenças sistêmicas listadas abaixo: 
 
a) Febre Reumática                                                          (    ) Sim     (    ) Não 
 
b) Problema Cardíaco Congênito                                     (    ) Sim     (    ) Não 
  
c) Doenças Cardiovasculares                                          (    ) Sim     (    ) Não 
 
d) Hepatite ou doença hepática                                       (    ) Sim      (    ) Não 
 
e) Convulsões                                                                  (    ) Sim      (    ) Não 
 
f) Diabetes                                                                       (    ) Sim     (    ) Não 
                                                 
g) Artrite ou outro problema articular                               (    ) Sim      (    ) Não 
 
h) Úlcera Estomacal                                                        (    ) Sim      (    ) Não 
 
i) Insuficiência Renal                                                      (    ) Sim      (    ) Não 
 
j) AIDS                                                                            (    ) Sim      (    ) Não 
 
k) Câncer                                                                           (    ) Sim    (    ) Não 
 
l) Sangramento excessivo quando se machuca/corta      (    ) Sim    (    ) Não 
 
m) Anemia                                                                          (    ) Sim    (    ) Não 
 
5. Você faz uso de drogas, álcool ou cigarro?  (    ) Sim    (    ) Não 
 
Caso Sim: Qual? _________________ Frequência: ___________________ 
Quantidade: __________________________________________________ 
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6. Você é alérgico ou já teve reação adversa a: 
 
a) Anestésicos Locais                                                     (    ) Sim      (    ) Não 
 
b) Antibióticos ou penicilina                                            (    ) Sim      (    ) Não 
 
c) Derivados de sulfas                                                    (    ) Sim      (    ) Não 
 
d) Ácido acetilsalisílico                                                    (    ) Sim      (    ) Não 
 
e) Dipirona                                                                       (    ) Sim      (    ) Não 
     
f) Contrastes para raios X                                              (    ) Sim      (    ) Não 
 
g) Outros: ___________________________________________________ 
 
7. Você está tomando algum medicamento?  (    ) Sim    (    ) Não 
 
Caso Sim: Qual? ______________________________________________ 
 
8. Mulheres 
 
Você está grávida? (    ) Sim   (    ) Não 
 
Você está amamentando no momento? (    ) Sim   (    ) Não 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Queixa Principal: ____________________________________________________ 
 
 
 
Em casos de DOR – Características: 
 
a) Onde está localizada a dor? ____________________ (Localizada ou Difusa) 
 
b) Como apareceu a dor? ______________________ (Provoca ou Espontânea) 
 
c) Há quanto tempo você tem dor? ______________ (Curta ou Longa duração) 
 
d) Qual a frequência da dor? ___________________ (Contínua ou Intermitente) 
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Exame Físico: Elemento Dental e Tecidos Adjacentes – Dente Envolvido 
 
 
Dente: 
 
 Coroa: (  ) íntegra; (  ) cariada; (  ) restauração direta; (  ) prótese; (  ) fratura. 
 
 Raiz: (  ) com exposição radicular; (  ) sem exposição radicular. 
 
 Periodonto: (  ) saudável; (  ) gengivite; (  ) periodontite. 
 
 
Avaliação da Condição Pulpar 
 
Teste de Sensibilidade Pulpar ao frio (sob isolamento relativo) 
 
 (  ) Positivo: (  ) dor cessa após a remoção OU (  ) dor não cessa após a 
remoção; 
 
 (   ) Negativo. 
 
Avaliação dos Tecidos Periapicais 
 
 Teste de Percussão Vertical: (   ) ausência de dor; (   ) sensibilidade; (   ) dor. 
 
 Teste de Palpação Apical: (   ) ausência de dor; (   ) sensibilidade; (   ) dor. 
 
 Edema periapical: (   ) presente; (   ) ausente. 
 
 Mobilidade: (   ) Sim ou (   ) Não. 
 
 Fístula: (   ) Sim ou (   ) Não. 
 
 
 
Há mais de um elemento dental que pode ser a causa da dor? ( ) Sim ou ( ) Não 
Dente T. Frio Perc. Vert. Perc. Horiz. Edema Mobilidade Origem da Dor? 
      (  ) Sim   (  ) Não 
      (  ) Sim   (  ) Não 
      (  ) Sim   (  ) Não 
 
Exame Radiográfico: 
 Coroa Dental: (  ) mineralização pulpar; (  ) atresia da câmara pulpar; (  ) 
imagem de acidente. 
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 Raiz: (  ) tratamento endodôntico; (  ) pino; (  ) imagem sugestiva de 
acidente/fratura radicular. 
 Região periapical: (   ) normal; (   ) espessamento do LP;  (   ) lesão periapical. 
 
Diagnóstico: ________________________________________________________ 
 Condição Pulpar: (  ) polpa normal; (  ) pulpite reversível; (  ) pulpite 
irreversível; (    ) necrose pulpar; (    ) hipersensibilidade dentinária. 
 Condição Periapical: ( ) sem alteração; ( ) pericementite apical aguda/crônica; 
( ) abscesso apical agudo; (  ) lesão periapical crônica; (  ) lesão periapical 
crônica. 
 Patologias de origem não endodôntica: pericoronarites, dores de origem 
articular, sinusite maxilar. 
 
Tratamento Proposto: ________________________________________________ 
 
Autorização para a realização dos procedimentos 
 
Eu, __________________________________, me responsabilizo pelas 
informações prestadas, sendo as mesmas verdadeiras. Todas as minhas dúvidas a 
respeito deste tratamento foram esclarecidas. Fui alertado da possibilidade de 
ocorrerem acidentes/complicações. Da mesma forma, eu autorizo a execução dos 
procedimentos a serem realizados. 
 
             ____________________________________ RG: ____________________ 
                 Assinatura do Paciente ou Responsável 
 
 
Procedimentos Clínicos Examinador 
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Prescrição de Medicação de Uso Sistêmico: ( ) Sim ou ( ) Não. Caso de Sim, 
detalhar. 
Fármaco Dose Posologia Duração 
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APÊNDICE B – SOLUÇÕES PARA ASSEPSIA DO CAMPO OPERATÓRIO 
 
Tiossulfato de Sódio 
 
5 g de Tiossulfato de Sódio (pó) 
100 ml de Água 
(Distribuir em tubos e autoclavar) 
 
Hipoclorito de Sódio 2,5% 
 
25 ml de Hipoclorito de Sódio 
75 ml de Água 
(Distribuir em tubos autoclavados) 
 
Água Oxigenada 30% 
 
(Distribuir em tubos autoclavados) 
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APÊNDICE C – MEIO DE TRANSPORTE 
 
1. Descrição do meio 
O RTF (Reduced Transport Fluid) é um meio de transporte que tem como 
função manter a viabilidade dos microrganismos, sem, no entanto, permitir sua 
multiplicação, de forma a conservar a proporção inicialmente existente na amostra. 
Geralmente é preparado de maneira a manter um ambiente anaeróbio indispensável 
para as bactérias anaeróbias estritas e facultativas, francamente predominantes na 
cavidade bucal. Para a obtenção de um ambiente reduzido, são adicionadas 
substâncias redutoras, indicadores do potencial de óxido-redução, e o meio é 
preparado sob fluxo de gases livres de oxigênio. Além disso, na sua formulação 
existem soluções de sais que garantem um meio isotônico necessário para a 
estabilidade das células microbianas. 
2. Preparo  
2.1 Componentes Necessários 
a) Solução Mineral de Stock 1: 
         Fosfato de Potássio Dibásico 0,6% - 0,06g/10 ml. 
b) Solução Mineral de Stock 2:  
         Cloreto de Sódio (NaCl) 1,2% - 0,12 g/10 ml; 
         Sulfato de Amônio ((NH4)2 SO4) 1,2% - 0,12g /10 ml; 
         Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 0,6% - 0,06 g/10 ml; 
         Sulfato de Magnésio (MgSO4) 0,25% - 0,025 g /10 ml. 
c) Carbonato de Sódio (Na2CO3) 8% - 0,8 g/10 ml  (uso opcional somente se 
exposto a atmosfera CO2); 
d) Dithiothreitol 1% - 0,1g/10 ml; 
e) EDTA 0,1 M – 1 ml; 
f) Resazurin (opcional) 0,1% - 0,1 ml; 
g) H2O destilada. 
 
2.2 Modo de Preparo para 100 ml de RTF 
a) Mix – 81,4 ml de H2O destilada, 7,5 ml da Solução Mineral de Stock 1;  7,5 
ml da Solução Mineral de Stock  2; 1 ml de EDTA 0,1 M e 0,1 ml de 
Resazurin; 
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b) Mix é autoclavado por 15 min; 
c) Adiciona-se ao Mix autoclavado 0,5 ml de Carbonato de Sódio 8% 
também autoclavado; 
d) Após 2 ml de Dithiothreitol 1%  filtrado esterilizado é adicionado; 
e) Dispensa-se assepticamente em recipientes de Transporte. 
 
3. Armazenagem 
Colocar 1 ml da solução em cada eppendorf. Proteger da luz com papel 
alumínio. Armazenar por até 3 meses, a 15-20°C. 
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APÊNDICE D – MEIOS DE CULTURA 
 
1. Triptone Yest Cistine (TYC) Medium (Lab M Limited, Lancashire, Reino 
Unido) 
 
1.1 Descrição 
 
 Meio seletivo para o cultivo de Streptococcus mutans.  Meio rico em 
triptona, extrato de levedura, cistina (TYC) agar; a ele pode ser incorporado 
bacitracina e sacarose. 
 
1.2 Preparo do Meio 
 
Adicionar 98 g em 1000 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouco por 10 min e depois agitada. A solução deve ser esterilizada 
por autoclavagem a 121ºC por 15 min e resfriada a 47ºC antes de distribuir em 
placas de petri. 
 
1.3  Armazenagem 
Armazenar as placas por período de até 7 dias em temperatura de 4ºC, 
preferencialmente no escuro. 
 
2. Brain Heart Infusion (BHI) Caldo (Neogen, Lasing, Michigan, USA) 
 
 
2.1 Descrição 
 
 Meio rico para cultivar estreptococos combinando caldo de dextrose e tecido 
cerebral. Pode ser complementado com antibióticos, quantidades variáveis de 
cloreto de sódio, extrato de levedura e soro para fornecer um meio rico para 
bactérias, leveduras e fungos patogênicos. A adição de 0,1% de ágar pode ser 
usada para diminuir a tensão do oxigênio, proporcionando uma atmosfera para 
apoiar o crescimento de microorganismos aerobios, microaerófilos e obrigatórios 
anaeróbicos. 
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2.2 Preparo do Meio 
 
Adicionar 37 g do pó em 1000 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 min e depois agitada. A solução deve ser esterilizada 
por autoclavagem a 121ºC por 15 minutos e resfriada a 47ºC antes de distribuir em 
microtubos do tipo eppendorf (1,5 ml). 
 
2.3 Armazenagem 
Armazenar a solução em geladeira por no máximo 7 dias. 
 
 
3. Brain Heart Infusion Caldo (BHI) suplementado com Glicose 
 
 
3.1 Descrição 
 
Meio de infusão isotônico rico em triptose (uma mistura de carne e petonas do 
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentração baixa de 
glicose é utilizada para estimular o crescimento precoce. É ligeiramente tamponado 
para impedir a morte rápida de algumas espécies devido à produção de ácido. O pH 
do meio é 7,4±0,2. 
 
3.2 Preparo do Meio 
 
Adicionar 3,7 g do pó em 50 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. Separadamente deve-se 
adicionar 1 g de pó de Glicose em 50 ml de água deionizada. As soluções devem 
ser esterilizadas por autoclavagem a 121ºC por 15 min e resfriada a 47ºC antes de 
distribuir em microtubos do tipo eppendorf (1,5 ml). Após, as duas soluções são 
misturadas para obter um volume final de 100 ml. 
 
3.3 Armazenagem 
Armazenar a solução em geladeira por no máximo 7 dias. 
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4. Brain Heart Infusion (BHI) Agar (KASVI, Curitiba, Paraná, Brasil) 
 
4.1 Descrição 
Este meio foi desenvolvido inicialmente para o isolamento de patógenos orais. 
Com a adição de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da 
maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os 
ácidos produzidos pela utilização da glicose, mantendo a viabilidade dos 
microrganismos. Este meio não é recomendado para a determinação das reações 
glicose em sua composição. O pH do meio é 7,4±0,2. 
4.2  Preparo do Meio 
 
Adicionar 52 g do pó em 1000 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 minutos e depois agitada. É esterilizada por 
autoclavagem a 121ºC por 15 minutos e resfriada a 47ºC antes de distribuir sobre as 
placas. Caso deseje, adicionar assepticamente 5% de sangue desfibrinado de 
carneiro, misturar bem e distribuir nas placas de Petri. 
 
4.3  Armazenagem 
 
Armazenar as placas por período de até 7 dias em temperatura de 4ºC, 
preferencialmente no escuro. 
 
 
5. Mueller Hinton Agar (KASVI, Curitiba, Paraná, Brasil) 
 
5.1  Descrição 
  Meio de cultura recomendado para a realização de antibiograma (teste de 
sensibilidade), pela técnica de difusão de discos segundo o CLSI. Possui uma 
substancial fonte de proteínas e carboidratos que proporcionam o desenvolvimento e 
crescimento de cepas bacterianas de interesse clínico. Além disso, a baixa 
concentração de timina e timidina e níveis adequados de cálcio e magnésio, evitam 
falsos resultados de sensibilidade ou resistência. 
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5.2 Preparo do Meio 
 
Adicionar 36 g do pó em 1000 ml de água deionizada. A suspensão deve ser 
mantida em repouso por 10 min e depois agitada. É esterilizada por autoclavagem a 
121ºC por 15 min e resfriada a 47ºC antes de distribuir sobre as placas.  
 
5.3  Armazenagem 
 
Armazenar as placas por período de até 7 dias em temperatura de 4ºC, 
preferencialmente no escuro. 
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APÊNDICE E – CULTIVO E ISOLAMENTO DAS CEPAS 
 
 
1º passo – Coleta da Saliva e do Canal Radicular do Paciente. 
 Coletar a saliva em tubos plásticos tipo falcons, e coletar as amostras do 
canal radicular pelo método da aspiração. As amostras do canal devem ser 
colocadas em tubo plástico tipo eppendorf contendo 1 ml de RTF. 
 
2º passo - Agitar os tubos plásticos para facilitar a dispersão dos microrganismos. 
 
3º passo – Realizar diluição seriada (101, 102, 103, 104). Para isso, deve-se colocar 
900 µl de BHI caldo em tubos tipo eppendorf e acrescentar 100 µl da amostra mãe e 
das amostras diluídas: 
 
4º passo – Inocular alíquotas de 50 µl da amostra não diluída e da diluição 102 e 104 
em placas de petri contendo TYC. Colocar em estufa a 37ºC e aguardar por um 
período de 48 h. 
 
5º passo – Analisar a morfologia das colônias em microscópio e fotografar. Cada 
colônia diferente deverá ser colocada em BHI caldo suplementado com 1% de 
Glicose. Colocar em estufa a 37ºC por 24 h e observar a turvação do meio. 
 
6º passo - Subcultivar as colônias em placas de BHI e BHI sangue para obter a 
cultura pura. Colocar em estufa a 37ºC por 48 h. 
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APÊNDICE F – COLORAÇÃO DE GRAM 
 
1. Princípios 
 
 O mecanismo da coloração de Gram se refere à composição da parede 
celular. Bactérias Gram-positivas possuem uma espessa camada de peptideoglicano 
e ácido teicóico, enquanto as bactérias Gram-negativas possuem uma fina camada 
de peptideoglicano. Diante disso, nas bactérias Gram-positivas o complexo cristal 
violeta-iodo é retido na parede após aplicação do descorante. Já nas bactérias 
Gram-negativas o complexo é removido da parede. 
 
2. Componentes 
 
2.1 Cristal violeta 
2.2 Solução lugol 
2.3 Álcool-acetona (Descorante) 
2.4 Fucsina ou safrina (Contracoloração) 
 
3. Procedimentos 
 
a) Fazer sobre uma lâmina um esfregaço delgado do material em estudo e 
deixar secar no ar; 
b) Fixar o material na lâmina, utilizando-se o calor da chama no Bico de Bunsen; 
c) Colocar a lâmina em um suporte para a coloração; 
d) Cobrir o esfregaço com a solução de cristal violeta, por 1 min. Lavar em água 
corrente; 
e) Cobrir o esfregaço com solução de iodo (lugol) de Gram, por 1 min. Lavar em 
água corrente; 
f) Aplicar o descorante (álcool-acetona) por 15 s sobre a lâmina; 
g) Imeditamente, cobrir a lâmina com contracorante (fucsina ou safrina), por 30 s 
a 1 min; 
h) Deixar secar no ar, colocando a lâmina em posição vertical; 
i) Examinar em microscópio óptico, com óleo de imersão, com aumento de 100 
vezes. 
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4. Interpretação dos Resultados 
 
a) Gram-positiva – roxo; 
b) Gram-negativa – rosa/vermelho 
 
 
 
 
Figura 1. Coloração de Gram. Fonte: Próprio autor. 
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APÊNDICE G – TESTE DE CATALASE 
 
1. Princípios 
 A catalase é uma enzima que decompõe o peróxido de hidrogênio (H2O2) em 
água e oxigênio. 
 
2. Componentes 
Peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3%. 
 
3. Procedimentos 
 Empregar colônias novas, com 24 h de crescimento, preferencialmente de 
meios que não contenham ágar. Com uma alça, colher uma porção da colônia e 
dispensar sobre a lâmina de vidro estéril. Adicionar uma gota de peróxido de 
hidrogênio 3%. 
 
4. Interpretação dos Resultados 
a) Reação Positiva – formação de bolhas imediata; 
b) Reação Negativa – ausência de formação de bolhas. Formação de bolhas 
após 20 a 30 s ocorrem, pois algumas bactérias apresentam outras 
enzimas capazes de degradar peróxido de hidrogênio. 
 
Figura 2. Teste de catalase. Fonte: Próprio autor.
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APÊNDICE H – TESTE DA COAGULASE 
 
1. Princípios 
 A coagulase é uma enzima que reage com um fator plasmático, e forma um 
complexo que atua no fibrinogênio do plasma formando a fibrina.  
 
2. Componentes 
Plasma de coelho com EDTA. 
 
3. Procedimentos 
Colocar 0,5 ml de plasma em um tubo de ensaio. Adicionar uma alçada de 
colônia diretamente no plasma com EDTA. Incubar por 4 h a 35 ± 2ºC em 
estufa ou banho-maria; caso não haja formação de coágulo, incubar por 24 h. 
 
4. Interpretação dos Resultados 
a) Formação de coágulo inteira ou parcial, identifica Staphylococcus aureus. 
b) Não há formação de coágulo, identifica Staphylococcus coagulase 
negativa.  
 
 
 
Figura 3.  Teste da coagulase. Fonte: Próprio autor. 
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APÊNDICE I – IONIZAÇÃO POR DESSORÇÃO A LASER ASSISTIDA POR 
MATRIZ (MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION TIME-OF-
FLIGHT - MALDI-TOF) ESPECTROMETRIA DE MASSA (MASS 
SPECTROMETRY- MS) 
 
 O método foi ajustado do descrito por Moon et al. (2013). 
 
1. Subcultivar bactérias anaeróbias facultativas em BHI agar suplementado com 
5% de sangue de carneiro desfibrinado.  
2. Espalhar uma fina camada de cada colônia isolada em um poço da placa 
(VITEK MS-DS).   
3. Cobrir cada colônica com 1 µl de uma solução de matriz (ácida alpha-cyano-
4-hydroxycinnamic acid matrix), deixar secar por 1 a 2 minutos a temperature 
do ambiente. 
4. Após a co-cristalização da matriz, dois pontos são sistematicamente criados 
para cada colônia. 
5. O controle de qualidade é analizado com uma cepa de Escherichia coli ATCC 
8739. 
 
A idenficação dos generos e espécies são considerados corretos de acordo 
com os escores: escore ≥2.000 identificação a nível de espécies, escore de 1.700 a 
1.999 identificação a nível de gênero, e escore <1.700 foi interpretado como “não 
identificado”.  
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APÊNDICE J – SENSIBILIDADE BACTERIANA A ANTIBIÓTICOS 
 
Disco Difusão em ágar 
 Bactérias anaeróbias facultativas tiveram sua sensibilidade testada para os 
seguintes antibióticos: BP, CM e EM por meio do teste de disco difusão em ágar.  
Inóculos foram preparados, transferindo as colônias após crescimento em BHI ágar 
para BHI caldo, e agitadas, para atingir a turbidez que equivale ao padrão 0,5 de 
McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, São Paulo, SP, Brasil) para bactérias 
anaeróbias facultativas, que foi verificado no espectrofotômetro (MARCONI, São 
Paulo, SP, Brasil).  
 Placas contendo 4 mm  de espessura de Mueller Hinton foram utilizadas para 
o repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a extensão da placa, de 
maneira uniforme, utilizando um swab esterilizado, umidecido na suspensão 
bacteriana. Após a secagem das placas (20 min), os discos contendo os antibióticos 
(Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) foram colocados no centro das placas. As placas 
foram incubadas em estufa a 37 ºC. Após 20 h de incubação, o halo de inibição foi 
mensurado com o auxílio de um paquímetro digital (Digimess, São Paulo, SP, 
Brasil). A interpretação dos valores dos halos de inibição em sensíveis ou resistentes 
foi realizada seguindo o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
(EUCAST) guidelines (EUCAST, 2017). 
 
E-test 
 Cepas de E. faecalis tiveram sua sensibilidade testada para os seguintes 
antibióticos: BP, AC e XL por meio do E-test (BioMériux, Marcy I’Etoile, France). 
Inóculos foram preparados, transferindo as colônias após crescimento em BHI ágar 
para BHI caldo, e agitadas, para atingir a turbidez que equivale ao padrão 0,5 de 
McFarland (NEFELOBAC, PROBAC, São Paulo, SP, Brasil) para bactérias 
anaeróbias facultativas, que foi verificado no espectrofotômetro (MARCONI, São 
Paulo, SP, Brasil).  
 Placas contendo 4 mm  de espessura de Mueller Hinton foram utilizadas para 
o repique das cepas. A semeadura foi realizada em toda a extensão da placa, de 
maneira uniforme, utilizando um swab esterilizado, umidecido na suspensão 
bacteriana. Após a secagem das placas (20 min), as fitas contendo os antibióticos 
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foram distribuídas nas placas. As placas foram incubadas em estufa a 37 ºC. Após 
20 h de incubação, os valores das CIMs foram determinados pela leitura no ponto de 
intersecção entre o halo de inibição em forma de elipse e a fita do E-test. O valor de 
CIM50 e CIM90 foi determinado e a interpretação dos valores das CIMs foi realizada 
seguindo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (CLSI, 
2013). 
 
 
Figura 4. E-test. Fonte: Próprio autor. 
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APÊNDICE K – ELETROFORESE POR GEL PULSÁTIL (PULSED-FIELD GEL 
ELECTROPHORESIS - PFGE) 
 
 Esse método foi ajustado do descrito por Pinto et al. (2013) para bactérias do 
gênero Enterococcus no Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal de 
Ciências da Saúde de Porto Alegre.  
 O processo deve ser realizado em ambiente estéril, com material 
devidamente limpo e esterilizado. É aconselhável também o uso de luvas durante as 
etapas críticas do procedimento. 
 
Primeiro Dia 
1. Verificar a pureza das colônias obtidas e semear 1-3 colônias em 1 ml de BHI 
caldo (eppendorf de 1,5 ml), vortexar e incubar por 5 h; 
2. Após, centrifugar a 3000 rpm por 10 min, retirar o sobrenadante vertendo 
apenas o meio (BHI) dos eppendorfs; 
3. Adicionar 300 µl de solução tampão PIV (Tris HCl 10 mM, NaCl 1M), 
homogeneizar bem, e centrifugar a 3000 rpm por 10 min (agitar com 
ponteira). Esse procedimento deverá ser repetido 3 vezes. 
4. Ligar o banho-seco a 52°C para colocar os ependorfs com agarose; 
5. Preparar a quantidade necessária de agarose “Low Melting Point” a 1,8% em 
tampão PIV (0,18 g em 10 ml de PIV). Fazer a solução em um bécker de 50 
ml (colocar esse becker em banho-maria dentro de outro Becker (100 ml) 
com 20 ml de água), dissolvendo-a em micro-ondas: 10 s, 8 s, 4 s, 4 s cuidar 
para não virar a solução. Distribuir 300 µl em cada um dos 13 eppendorfs 
NOVOS de 1,5 ml para manter a agarose fundida a 52C no banho-maria 
durante a execução desta etapa da técnica. 
6. Esterilizar canudos em micro-ondas (3 vezes de 10 min). 
7. Após a terceira centrifugação com PIV, adicionar 300 ul de PIV no precipitado 
e homogeneizar. Adicionar essa suspensão (PIV + precipitado bacteriano) 
nos microtubos com agarose “Low Melting Point” 1,8% homogeneizar 
rapidamente com ponteira, distribuir esses 600 ul em molde evitando a 
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formação de bolhas e o deslocamento da suspensão diretamente para o 
fundo do canudo. Manter os canudos com agarose a 4C por cerca de 20 min 
ou em temperatura ambiente por mais tempo. 
8. Desligar o banho-seco. 
9. Preparar a solução de lise (EC) +ENZIMAS em um falcon de 50ml estéril: 
 28 ml da EC (Tris HCl 6Mm; NaCl 2M; EDTA tetrassódico 100Mm; Brij-
58 0,5%; desoxicolato de sódio 0,2%; sarcosil 0,5%) – 
DESCONTAR/RETIRAR 560 µl da mutanolisina; 
 560 µl da mutanolisina (está no congelador da geladeira); 
 0,028 g de lisozima (está no congelador da geladeira); 
 
 *Concentração final das enzimas na solução: mutanolisina 20 ug/ml (solução 
estoque a 1mg/ml e suspender em EC). 
 Distribuir 2 ml da solução EC+ENZIMAS em cada um dos 13 tubos de ensaio 
novos. Agitar bem a solução antes de pipetar nos tubos. 
10.  Após solidificação, cuidadosamente, empurrar a agarose solidificada e 
proceder com o corte, com auxílio de um bisturi previamente esterilizado, dos 
moldes de forma a obter pequenos “plugs” circulares de aproximadamente 2 
mm, depositando-os nos tubos com 2 ml de solução EC+ ENZIMAS. 
 
Segundo Dia 
 Incubar a 37C ou overnight em shaker a velocidade moderada. 
 
Terceiro Dia 
1. Preparar a solução ESP (ES+PROTEÍNASE) em um falcon de 50 ml estéril:  
 Pipetar 56 ml da Solução ES (EDTA tetrassódico 0,5M; Lauril 
sarcosinato de sódio) - DESCONTAR/RETIRAR 280 µl referente à 
proteínase K; 
 280 µl de proteínase K (está na porta da primeira geladeira do 202); 
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 (Adicionar 10 ul/ml de proteinase K (a partir de uma solução 20 mg/ml) em 2 ml 
de solução ES previamente preparada (concentração final de proteinase de 0.2 
mg/ml). 
2. Remover a solução de lise com as enzimas que ficou a 37°C com o auxílio de 
um pente previamente lavado com álcool 70%.  
3. Ligar o shaker a 50C. 
4. Colocar 2 ml da sol. ESP em cada tubo (13) contendo os plugs. 
5. Incubar a 50C por 1 h no shaker; 
6. Substituir a solução contendo os plugs (com auxílio de pipeta ou pente) por 
nova solução ESP (com proteinase K) e repetir a incubação 50C por 1 h. 
7. Remover a solução ESP com auxílio de pipeta ou pente. 
8. Distribuir 2 ml de tampão TE (Tris HCl 10 mM; EDTA dissódico 0,1mM) para 
cada amostra. 
9. Incubar a 50C com agitação (estufa) por 20 min. 
10. Remover o tampão TE antigo e adicionar mais 2 ml de tampão novo. 
11. Repetir esta lavagem por mais 4 vezes. 
12. Após essas lavagens, os plugs podem ser guardados a 4C em tampão TE 
até o uso, com validade de 2 anos. Ou pode-se dar continuidade ao processo 
com um plug. 
 
Quarto Dia 
1. Troca do TE e deixa por 30 min. 
2. Preparar em um tubo estéril uma vez a quantidade necessária de tampão 
para a enzima de restrição (10 l de tampão 10X + 10 µl RED + 80 l de água 
Milli Q estéril – 1 amostra), observando que o acréscimo de RED depende do 
fabricante da enzima, caso não seja necessário usa-se (10 l de tampão 10X 
+ 90 l de água Milli Q estéril). O cálculo deve ser realizado de acordo com o 
número de amostras. 
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SOLUÇÃO tampão para a SmaI 
 2520 µl (2 ml + 520 µl) de água milli Q. 
 280 µl do tampão da SmaI. 
 Fazer solução em tubinho com tampa preta. 
 
3. Distribuir 100 l em 13 eppendorfs novos.  
4. Transferir um plug para o interior de um microtubo estéril de 1,5 ml, com 
auxílio de uma alça azul de primeiro uso. Incubar por 20 min a 25C (para a 
enzima SmaI).   OBS: A temperatura ótima desta enzima de restrição varia de 
acordo com o fabricante, conferir sempre este dado. 
5. Substituir o tampão por um novo (100 µl) e adicionar diretamente no 
microtubo 20U da enzima de restrição SmaI (2 l da enzima na concentração 
de 10U/l – homogeneizar bem) para cada 100l de tampão diluído. 
6. Incubar a 37C por 24 h. 
 
Quinto Dia 
1. Diluir TBE 5X para fazer 2 litros de TBE 0,5X em água milli-Q estéril 
(ERLENMEYER de 2 litros): 200 ml de TBE 5X + 1800 ml de água. 
2. Adicionar 0,007612 g de tiouréia (concentração no tampão de 50 uM). 
3. No Laboratório de Microbiologia Molecular (1 h antes do término da 
incubação): 
 Trazer para a Microbiologia Molecular 2 litros de TBE 0,5X. 
 Deixar o ar-condicionado da Microbiologia Molecular a 17°C. 
 Retirar a água da mangueira. 
 Verter os 2 litros restantes de TBE 0,5X na cuba (no lado) e ligar o 
aparelho de PFGE na seguinte ordem: 
 Ligar a fonte (botão preto - POWER). 
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  Ligar a mangueira (botão laranja - PUMP) – esperar passar 
tudo- verificar se o tampão está circulando (fazer uma bolha e 
acompanhar o seu trajeto). 
 Ligar o cooler a temperatura de 14°C/12°C – cooling module. 
 Verificar a velocidade da bomba (tem que estar em 80) - 
BIORAD variable spled pump. 
 Trazer suporte para gel. 
4. No Laboratório 202:  
 Montar os suportes para o gel (pente para trás), prestando atenção 
para o detalhe do “cartão da Fernanda”. Montar o gel em um local sem 
trepidação e nivelado. 
 Preparar gel 1% em um volume de 100 ml de TBE 0,5X (pesar em 
erlenmeyer, adicionar TBE 0,5X sem tiouréia e dissolver em micro-
ondas, 20 s, 15 s e 10 s). 
 Esfriar um pouco o erlenmeyer contendo o gel 1%. 
 Verter o conteúdo, deixando o pente no lugar. 
 Retirar as bolhas com uma ponteira empurrando-as para o canto e 
estourando-as. 
 Deixar o gel endurecer e colocar em uma geladeira por 30 min (Cobrir 
com um plástico). 
 Pegar a seringa contendo o DNA fragmentado padrão. 
 Nos slots destinados aos padrões de peso molecular, cortar com um 
bisturi (reservado para o padrão) um fino slice da seringa. Com auxílio 
de uma alça bacteriológica de “1o uso”, empurrar o slice para o interior 
do slot. 
 Retirar o conteúdo dos eppendorfs contendo o tampão diluído e enzima 
de restrição e os plugs, deixando estes últimos; 
 Derreter os plugs a 72C +/- 5 min – dar um peteleco para ver se 
dissolveu bem. 
 Pegar 40 l (ATENÇÃO: verificar a capacidade máxima do slot e o 
tamanho do plug antes) do plug derretido e colocar nos slots. 
OBS: Pente de 10 slots - 60/70 l 
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          Pente de 15 slots – 40 l 
          Pente de 20 slots – 35 l 
 Desligar banho-seco; 
5. No Laboratório de Microbiologia Molecular: 
 Desligar os aparelhos na ordem inversa a que ligou:  
 Ligar o cooler a temperatura de 14°C/12°C; 
 Ligar a mangueira (botão laranja - PUMP); 
 Ligar a fonte (botão preto - POWER). 
 Após completar todos os slots desejados, retirar as laterais do suporte 
(de cima e debaixo). Empurrar a base preta cuidadosamente para 
retirada dos moldes laterais. 
 Com auxílio de um papel toalha, limpar toda a agarose residual do gel 
para evitar entupimento do fluxo da cuba. 
 Colocar a base preta + gel no centro da cuba certificando-se que está 
devidamente encaixado. 
 Ligar os três botões de novo. Ligar o aparelho de PFGE: (ligar o 
estabilizador na tomada)  
 Programar a corrida:  
                                  Block – 1                            Block – 2 
                             Initial time – 5 s             Initial time – 5 s 
                            Final time – 35 s                      Final time – 10 s   
                             Run time – 20 s                       Run time – 4 h 
Volt – 6 V/cm                                                                                   
 Included angle - 120     
 Ligar a corrida apertando o RUN da fonte. 
 
Sexto Dia 
 
1. No Laboratório 202 
 Encher um erlenmeyer com 2 litros de água ultrapura. 
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 Alíquotar 40 µl de Brometo de Etídio em um eppendorf. 
2. No Laboratório de Biologia Molecular 
 Após o período de corrida, desligar o aparelho: 
 desligar o aparelho de temperatura (COOLING MODULE); 
 desligar a bomba (PUMP); 
 desligar a fonte (POWER do CHEF-DRII). 
 Preparar o brometo de etídio (15 µl + 300 ml de água ultrapura), na 
bandeja destinada a coloração do gel). 
 Para tirar o gel, coloque o dedo no vértice e por baixo da bandeja 
preta. Jogue somente o gel na bandeja com o brometo de etídeo. 
Deixe corando por 20 min. 
 Esvaziar a cuba com tampão de corrida colocando a mangueira da 
direita e encher o depósito de TBE. Descartar depois na pia. 
 Desconectar a mangueira da esquerda e escoar o líquido. 
 Ligar botões preto e laranja para esvaziar o líquido presente nas 
mangueiras. 
 Tentar fazer vácuo na mangueira de escape para retirar qualquer 
pedaço de agarose que possa entupir o fluxo. Inclinar a cuba com 
auxílio de uma caixa de ponteira. 
 Colocar o restante de água ultrapura 1600 ml para lavar a cuba e ligar 
botões preto e laranja para circular o líquido na cuba e nas 
mangueiras. 
 Desligar botões preto e laranja e retirar água da cuba. 
 Ligar botões preto e laranja para esvaziar líquido das mangueiras. 
 Desconectar a mangueira da esquerda e escoar o líquido. 
 Secar a cuba com papel-toalha ou algodão. 
 Após os 30 min corando o gel, visualizar em um trans-luminador e 
fotografar no computador. 
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Figura 4. Imagem do gel de agarose após PFGE. Fonte: Próprio autor. 
 
 
SOLUÇÕES NECESSÁRIAS 
PIV 
 14,61 g de NaCl 1M. 
 1,25 ml de Tris/HCl 10 mM (tem sol. ESTOQUE Bruna). 
 Completar com 250 ml de água ultrapura (~247,5 ml). 
 Ajustar pH entre 7 e 8.  
 Autoclavar. 
 Fazer em proveta a solução. 
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SOLUÇÃO DE LISE (EC) 
 1,5 ml de Tris/HCl 6Mm com pH: 7-8 (tem sol. ESTOQUE Bruna). 
 29,22 g de NaCl 1M. 
 50 ml de EDTA 100 Mm com pH: 7-8 (tem sol. ESTOQUE Bruna.) 
 2,5 g de Brij-58 0,5% (E6). 
 1 g de desoxicolato sódio 0,2% (D5). 
 2,5 g de lauril sarcosinato de sódio 0,5% (D1). 
 Completar para 500 ml de água ultrapura (~397 ml). 
 Filtrar com a bomba a vácuo (autoclavar filtro, membrana, duran de 1litro, 
Becker 1 litro). 
 pH: 7-8. 
 
TE 
 1,25 ml de Tris/HCl 10 mM com pH: 7-8 (tem sol. ESTOQUE Bruna). 
 0,025 ml (25 µl) de EDTA 0,1mM com pH: 7-8 (tem sol. ESTOQUE Bruna). 
 Completar para 250 mL de água ultrapura (~247,45 ml).  
 Autoclavar. 
 pH: 7-8. 
 
ES 
 2,5g de lauril sarcosinato de sódio (D1). 
 Completar com 250 ml de solução EDTA 0,5M com pH: 7-8. 
 Fazer na proveta 250 ml 
 Filtrar com a bomba a vácuo (autoclavar filtro, membrana, duran de 1litro, 
Becker 1 litro); 
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EDTA 0,5M 
 46,5g de EDTA 0,5M (B8) 
 250 ml de água ultrapura 
 Ajustra pH: 7-8 
 Filtrar com a bomba à vácuo(autoclavar filtro e membrana) 
 Colocar umas 50 pastilhas de NaOH para dissolver bem o EDTA, pois o 
EDTA não dissolve em pH ácido). 
 
SOLUÇÃO ES + PROTEÍNASE K (ESP) 
 56 ml da Solução ES (DESCONTAR/RETIRAR 280µl referente à proteínase 
K). 
 280 µl de proteínase K (está na porta da primeira geladeira do laboratório 
202). 
 
SOLUÇÃO tampão para a SmaI 
 2520 µl (2 ml + 520 µL) de água Milli-Q. 
 280 µl do tampão da SmaI. 
 
TBE 5X 
 Tris base: 60,6 g. 
 Ac. Bórico (B13): 30,9 g. 
 EDTA (B8): 3,722 g. 
 Água Milli-Q: 1000 ml. 
 pH: 8,4. 
 Filtrar solução. 
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APÊNDICE L – PURIFICAÇÃO DE DNA 
 
 1. Aquecer banho d’água a 56°C (Dubnoff). 
 2. Limpar bancada de trabalho com hipoclorito. Após, passar papel/gaze com 
álcool 70%. 
  3. Separar material: 
 Amostras descongeladas; 
 Pipetas/ponteiras; 
 Eppendorfs 1,5 ml; 
 Rack para eppendorf; 
 Água Milli-Q; 
 Canetas para marcação; 
 Vidros para descarte: seco e líquido; 
 Gaze/álcool 70%/papel absorvente; 
 Homogenizador/copo de café/fita adesiva; 
 Kit extração; 
 EPIs (touca, máscara, luvas). 
4. Nomear eppendorfs 
5. Preparo das amostras mãe (cepas de E. faecalis isoladas): 
 Centrifugar as amostras (200 µl) a 8000 rpm/10 min; 
 Remover o sobrenadante; 
 Acrescentar 150 µl de água Mili-Q; 
 Agitar. 
           6.  Adicionar 180 μl de ATL (solução 01). 
           7. Adicionar 20 μl de Proteinase K (solução 02). 
           8. Agitar levemente no homogenizador. 
           9. Levar ao banho d’água 56°C por 2 h. 
OBS: após, lembrar-se de alterar a temperatura do banho d’água para 70°C. 
          10. Passar gaze com álcool 70% nos eppendorfs antes de posicioná-los no 
rack. 
           11.  Adicionar 200 μl de AL (solução 03) e agitar. 
           12. Levar ao banho d’água 70°C por 10 min. 
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 OBS: após, lembre-se de voltar a temperatura do banho d’água para 37°C 
para poder desligar. 
           13. Passar gaze com álcool 70% nos eppendorfs antes de posicioná-los no 
rack. 
           14. Dispor os tubos e colunas do kit no rack, e nomear. 
           15. Adicionar 200 μl de Etanol 100% (solução 04) e agitar. 
           16. Transferir 500 μl da amostra para o filtro/coluna. 
           17. Levar a centrífuga “grande” por 2 min (8000 rpm), distribuindo 
internamente de forma equilibrada, com a dobradiça do eppendorf para fora. 
           18. Descartar o líquido do tubo: remover a coluna, despejar o líquido no 
descarte, bater o tubo no papel absorvente, limpar a abertura numa gaze com álcool 
70%, e reposicionar a coluna no mesmo tubo. 
           19. Transferir o restante da amostra para o filtro/coluna. 
           20. Levar a centrífuga “grande” por 2 min (8000 rpm), distribuindo 
internamente de forma equilibrada, com a dobradiça do eppendorf para fora. 
           21. Trocar o tubo (despejar o líquido previamente no descarte). 
           22. Adicionar 500 μl de AW1 (solução 05). 
           23. Levar a centrífuga “grande” por 2 min (8000 rpm), distribuindo 
internamente de forma equilibrada, com a dobradiça do eppendorf para fora. 
           24. Descartar o líquido do tubo: remover a coluna, despejar o líquido no 
descarte, bater o tubo no papel absorvente, limpar a abertura numa gaze com álcool 
70%, e reposicionar a coluna no mesmo tubo.  
           25. Adicionar 500 μl de AW2 (solução 06). 
           26. Levar a centrífuga “pequena” por 3 min.  
 OBS: Se a centrífuga parar antes, apertar o start de novo. 
           27. Nomear eppendorfs “finais”. 
           28. Descartar os tubos (despejar o líquido previamente no descarte!) e 
posicionar as colunas nos eppendorfs finais. 
           29. Adicionar 100 μl de AE (solução 07) com a ponteira próxima a 
membrana/filtro (cuidado para não romper). 
           30. Esperar 3 minutos (a partir da última pipetagem). 
           31. Levar a centrífuga “grande” por 2 min (8000 rpm), distribuindo 
internamente de forma equilibrada, com a dobradiça do eppendorf para fora e a 
tampa do eppendorf final voltada para dentro. 
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            32. Descartar a coluna, fechar e armazenar (-20°C) os eppendorfs finais com 
o DNA extraído. 
*Podem ser realizadas no máximo 12 extrações por grupo (limite da centrífuga). 
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APÊNDICE M – DETECÇÃO DO GENE 16S POR PCR 
  
 A presença do gene 16S foi verificada para confirmar a otimização da 
extração de DNA das células bacterianas. 
Primer 16S universal (acordo com Nadkarni et al., 2002) 
Forward: 5’ TCCTACGGAGGCAGCAG 3’ 
Reverse: 5’ GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 3’  
 
Preparo do Primer 
SOLUÇÃO MÃE  
 Diluição do primer de acordo com o fabricante para obter uma concentração 
de 100µM. 
SOLUÇÃO DE TRABALHO  
 Preciso saber o quanto de volume tenho que pegar da SOLUÇÃO MÃE e 
misturar com água milli-Q para obter uma SOLUÇÃO DE TRABALHO a 10µM num 
volume de 50µl. 
                                 Mmãe X Vmãe = Mtrabalho X Vtrabalho 
                             100 µM X Vmãe = 10 µM X 50 µl                Vmãe = 5 µl 
 Pegar 5 µl da SOLUÇÃO MÃE + 45 µl de água Milli-Q. 
  
 A molaridade dos primers é 0,2 µM. A concentração dos nossos primers é 10 
µM. Então, quanto devems utilizar dos nossos primers? 
 
                                               Mprimer X Vprimer  = Martigo X Vartigo 
                                              10 µM X Vprimer  = 0,2 µM X 25 µl 
                                                             Vprimer  = 0,5 µl 
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Logo, em uma reação de 30 µl deve-se utilizar: 
 0,5 µl Primer Forward 
 0,5 µl Primer Reverse 
 
Preparo da Mistura para Reação de PCR 
 23 µl Taq Master Mix 
 0,5 µl Primer Forward 
 0,5 µl Primer Reverse 
 1 µl de DNA  
 
Condição para PCR 
 Desnaturação Inicial – 94ºC, 5 min. 
  35 ciclos – Desnaturação (94ºC, 30 s), Anelamento (60ºC, 30 s), Extensão 
(72ºC, 2 min). 
 Extensão Final – 72ºC, 3 min). 
 
 Os produtos da reação foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, São 
Paulo, Brasil) corado com Syber Green (Applied Biosystems, São Paulo, SP, Brasil). 
Para isso 1 µl de Loading Dye foi adicionado a 2,5 µl do produto da reação, e 
colocado no slot do gel de agarose. O tamanho dos fragmentos gerados por PCR foi 
comparado com um marcador GelPilot® Plus Ladder (Qiagen®, Valencia, CA, USA). 
Para isso 2,5 µl do marcador foi colocado no primeiro slot. A corrida em eletroforese 
foi regulada na voltagem de 100 volts, 120 miliampère e 100 watts por 60 min. A 
presença de bandas positivas vizualizada sob luz ultravioleta determinou a presença 
do gene.  
 
 
1 µl 
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APÊNDICE N – DETECÇÃO DOS GENES DE VIRULÊNCIA POR PCR 
 
 Genes de Virulência 
 ace - collagen binding protein tem haver com o estabelecimento do E. 
faecalis em dentina infectada; 
 asa; asa373 -  aggregation substance facilita da troca de plamídeo e tem 
haver com a adesão da bactéria a matris extracelular; 
 cylA – hemolysin activator destruição de eritrócitos e células de defesa; 
 efaA – antigen endocarditis tem haver com adesina em endocardites; 
 esp – protein surface tem haver com a interação do E. faecalis dentro dos 
biofilmes;  
 gelE – gelatinase tem a capacidade de clivar insulina, caseína, hemoglobina, 
colágeno, gelatina e fibrina; 
 
Table 1. Primers usados no PCR para detectar genes de virulência de E. faecalis 
(BARBOSA-RIBEIRO et al., 2016) 
 
 
Gene Primers pairs (5’-3’) Amplicon 
size (bp) 
Concentração 
ace  
(collagen-
binding 
protein) 
F: GGAATGACCGAGAACGATGGC 
R: GCTTGATGTTGGCCTGCTTCCG 
616 25N 
asa 
(agreggation 
substances) 
F: CCAGCCAACTATGGCGGACTAC  
R: CTGGGTGTGATTCCGCTGTTA 
619 25N 
cylA 
(hemolysin 
activator) 
F: GACTCGGGGATTGATAGGC 
R: GCTGCTAAAGCTGCGCTTAC 
688 25N 
efaA 
(endocarditis 
antigen) 
F: GCCAATTGGGACAGACCCTC 
R: CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC 
688 25N 
esp 
(surface 
protein) 
F: TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 
R: GCGTCAACACTTGCATTGCCGA 
932 25N 
gelE 
(gelatinase) 
F: ACCCCGTATCATTGGTTT 
R: ACGCATTGCTTTTCCATC 
405 25N 
104 
 
 
Preparo dos Primers 
SOLUÇÃO MÃE  
 Diluição dos primers de acordo com o fabricante para obter uma concentração 
de 100 µM. 
 ace – Forward 455 µl de água milli-Q 
          Reverse 487 µl de água milli-Q 
 
 asa; asa 373  - Forward 452 µl de água milli-Q 
                         Reverse 408 µl de água milli-Q 
 
 cylA  - Forward 467 µl de água milli-Q 
           Reverse 574 µl de água milli-Q 
 
 efaA  - Forward 551 µl de água milli-Q 
            Reverse 601 µl de água milli-Q 
 
 esp – Forward 575 µl de água milli-Q 
          Reverse 532 µl de água milli-Q 
  
 gelE – Forward 555 µl de água milli-Q 
           Reverse 623 µl de água milli-Q  
SOLUÇÃO DE TRABALHO  
 Preciso saber o quanto de volume tenho que pegar da SOLUÇÃO MÃE e 
misturar com água milli-Q para obter uma SOLUÇÃO DE TRABALHO a 10µM num 
volume de 100 µl. 
                                 Mmãe X Vmãe = Mtrabalho X Vtrabalho 
                             100 µM X Vmãe = 10 µM X 100 µl                Vmãe = 10 µl 
 Pegar 10 µl da SOLUÇÃO MÃE + 90 µl de água milli-Q. 
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Preparo da Mistura para Reação de PCR 
 De acordo com Barbosa-Ribeiro et al. (2016) para a realização de uma reação 
de 30µl  deve-se utilizar: 
 3 µl 10XPCR buffer 
 100 µmol/l de dNTPs            
 2,4 mmol/l MgCl2 
 2U Tap Polimerase 
 6 pmol Primer Forward 
 6 pmol Primer Reverse 
 100-200 ng total de DNA (1µl) 
 
Para os PRIMERS, o autor usou: 
6 pmol em 30 µl, ou seja: 
6pmol/30 µl = 0,2 pmol/µl = 0,2 µM 
 Então temos que a molaridade dos primers usada é 0,2 µM. A concentração 
dos nossos primers é 10 µM. Então, quanto devems utilizar dos nossos primers? 
 
                                               Mprimer X Vprimer  = Martigo X Vartigo 
                                              10 µM X Vprimer  = 0,2 µM X 30 µl 
                                                             Vprimer  = 0,6 µl 
 
 Logo, em uma reação de 30 µl deve-se utilizar: 
 0,6 µl Primer Forward 
 0,6 µl Primer Reverse 
 
 
 
 
 
 
 
 
MASTER MIX 
1,2 µl 
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Table 2. Condições para PCR. 
Gene Reação de PCR Referência 
ace  Desnaturação Inicial (95ºC, 5 min) 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (58ºC, 1 min), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
Creti et al., 2004. 
asa e 
asa373 
 Desnaturação Inicial (95ºC, 5 min); 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (58ºC, 1 min), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
 
Creti et al., 2004. 
cylA  Desnaturação Inicial (94ºC, 4 min); 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (58ºC, 1 min), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
 
Creti et al., 2004. 
efaA  Desnaturação Inicial (95ºC, 5 min); 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (58ºC, 45 s), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
 
Creti et al., 2004. 
esp  Desnaturação Inicial (95ºC, 5 min); 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (63ºC, 1 min), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
Shankar et al 1999. 
gelE  Desnaturação Inicial (95ºC, 5 min); 
 30 ciclos de desnaturação (95ºC, 1 
min), anelamento (52ºC, 1 min), 
extensão (72ºC, 1 min); 
 Extensão Final (72ºC, 10 min). 
 
Shankar et al., 1999. 
 
 Os produtos da reação foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, São 
Paulo, Brasil) corado com Syber Green (Applied Biosystems, São Paulo, SP, Brasil). 
Para isso 1 µl de Loading Dye foi adicionado a 2,5 µl do produto da reação, e 
colocado no slot do gel de agarose. O tamanho dos fragmentos gerados por PCR foi 
comparado com um marcador GelPilot® Plus Ladder (Qiagen®, Valencia, CA, USA). 
Para isso 2,5 µl do marcador foi colocado no primeiro slot. A corrida em eletroforese 
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foi regulada na voltagem de 100 volts, 120 miliampère e 100 watts por 60 min. A 
presença de bandas positivas vizualizada sob luz ultravioleta determinou a presença 
do gene.  
 
 
Figura 6. PCR gene gelE. Fonte: Próprio autor.                                                                                 
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APÊNDICE O – TESTE DA HIDRÓLISE DA GELATINA 
 
 O teste da hidrólise da gelatina foi adaptado do método proposto por 
Anderson et al. (2016) 
 
1. Princípios 
 Alguns microrganismos têm a capacidade para produzir a gelatinase, que 
atua hidrolisando a gelatina em aminoácidos. Quando ocorre a degradação não se 
consegue restaurar as características de gel da gelatina, mesmo a baixas 
temperaturas. 
2. Componentes 
 BHI caldo e Gelatina 
3. Procedimentos 
 
Inocular um meio de cultura nutritivo, em tubo, suplementado com 12% de 
gelatina. Incubar o inóculo a 37ºC por 48 h. Após a incubação as culturas são 
colocadas em refrigerador a 4ºC por 24 h. 
 
4. Interpretação dos Resultados 
 
a) Negativo – meio se resolidifica; 
b) Positivo – meio não se resolidifica. 
 
 
Figura 7. Teste da hidrólise da gelatinase. Fonte: Próprio autor.   
109 
 
 
APÊNDICE P – TESTE DA HEMÓLISE (EXPRESSÂO DO GENE cylA) 
 
1. Princípios 
 A hemólise se refere à quebra dos eritrócitos, ou células vermelhas do 
sangue. As bactérias podem ser classificadas em α, β ou γ com base na sua 
habilidade de induzir a hemólise em ágar sangue.  
2. Componentes 
 Placas de petri contendo BHI ágar com a adição de 5% de sangue de carneiro 
desfibrinado (BHI ágar sangue). 
 
3. Procedimentos 
 
Plaquear as colônias em BHI ágar sangue com o auxílio de uma alça. Após, 
incubar as placas contendo as colônias em ambiente microaerofílico a 37ºC por 24 
h. Método descrito por Coque et al. (1995). 
 
4. Interpretação dos Resultados 
 
 α hemólise – lise parcial dos eritrócitos (cor esverdeada). 
 β hemólise – lise total dos eritrócitos (cor transparente). 
 γ hemólise – não ocorre hemólise. 
 
Figura 8. Teste da hemólise. Fonte: Próprio autor.
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APÊNDICE Q – PRODUÇÃO DE BIOFILME (EXPRESSÃO DO GENE efaA) 
 
 Método para a produção de biofilme, foi adaptado do proposto por Kafil et al. 
(2015). 
 Cepas de E. faecalis foram suspensas em BHI caldo para 0,5 McFarland. 
Placas de 96 poços foram preenchidas com 180 µl de TSB (Trypticase soy broth - 
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) suplementado com 5% de glicose e 20 µl do 
inoculo (0,5 McFarland: OD 625: 0,08 e 0,1). O experimento foi realizado em 
triplicata, cada isolado foi colocado em 3 poços e incubados a 37ºC por 24 h. Poços 
com TSB somente foram os controles negativos. Após a incubação, os poços foram 
lavados 3X com 150 µl de PBS estéril (phosphate buffered saline - Sigma-Aldrich®, 
St. Louis, MO, EUA). Após, o PBS foi removido e os biofilmes foram fixados usando 
150 μl de metanol por 20 min a uma temperatura de -20ºC. A placa foi invertida 
numa toalha de papel durante 30 min à temperatura ambiente. Os biofilmes foram 
corados com 150 μl de solução violeta de cristal (2%) durante 15 min à temperatura 
ambiente e os poços foram lavados em água corrente. A placa foi invertida numa 
toalha de papel à temperatura ambiente. A produção de biofilme foi avaliada por 
densidade óptica do cristal de violeta ressolubilizado usando um leitor de placas 
(Thermo Fischer Scientific Inc, Waltham, MA, EUA) a 570 nm (OD570). Para isso, 
previamente foram adicionados 150 μl de 33% de ácido acetido (Synth, Diadema, 
SP, Brasil) durante 30 min sem agitação.  
 
 
Figura 9. Produção de Biofilme. Fonte: Próprio autor. 
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ANEXO A – ARTIGO PUBLICADO NO PERIÓDICO INTERNATIONAL JOURNAl 
ANTIMICROBIALS AGENTS 
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ANEXO B – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
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ANEXO C – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DO GRUPO 
HOSPITALAR CONCEIÇÃO  
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